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RÉSUMÉ
La surexpression du récepteur adrénergique UIB (QIB-AR) dans le coeur de souris
entraîne une cardiomyopathie à progression lente associée à des signes de
défaillance cardiaque et à une mort prématurée à âge moyen (Lemire et al., 2001,
Cardiac-directed overexpression of wild-type a13-adrenergic receptor induces
dilated cardiomyopathy, Am. J. Physiol. 281: H931—H938). Dans le coeur, a1-AR
active la cascade de ERK MAPK. Le but de ce projet était de déterminer si la
surexpression cardiaque du aIB-AR de type sauvage résultait en une activation
soutenue de la voie de ERK. À 3 et 9 mois, l’activité de ERK était augmentée chez
les souris transgéniques, comparativement aux souris non-transgéniques. De la
même façon, la phosphorylation de MEK et de p9ORSK étaient aussi élevées. Le
niveau d’activité de p38 MAPK semblait être augmenté avec l’âge. Les
phosphatases des MAPK inactivent les MAPK et leur activité est régulée au niveau
de la transcription. Les niveaux d’ARNm de MKP2 étaient diminués à 3 mois chez
les transgéniques. De plus, le niveau d’expression de MKP1-3 semblaient diminuer
avec l’âge. L’expression de MCIP1, une protéine inhibitrice de la calcineurine, était
3 fois plus élevée chez les souris transgéniques. Ces résultats suggèrent que la
surexpression du récepteur alB-AR de type sauvage mène à des changements
chroniques dans l’activation des voies de signalisation associées à une réponse
hypertrophique.
Mots clés : communication cellulaire, récepteur adrénergique, signalisation, coeur,
ERK, MKP, MCIP1
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SUMMARY
Cardiomyocyte-specific overexpression of the wild-type alB-adrenergic receptor
(a13-AR) in mice produces a slowly progressing cardiomyopathy associated with
ciinicai signs of heart failure and premature death around middle age (Lemire et al.,
2001, Cardiac-directed overexpression of wild-type cx IB-adrenergic receptor induces
dilated cardiomyopathy, Am. J. Physiol. 281: H931—H938). In the heart, a1-AR
activate the ERK MAPK cascade. The aim of this project was to determine if
cardiac-specific overexpression of the wild-type Œ1B-AR resuits in sustained
activation of the ERK pathway. At 3 and 9 mo ERK activity was increased in alB
AR overexpressing hearts relative to non-transgenic animais. $imilarly,
phosphorylation of MEK and 90rsk were also elevated. p38 MAPK activity seemed
to be increased with age. MAP kinases phosphatases (MKPs), which inactivate MAP
kinases, are transcriptionally regulated. MKP2 mRNA levels were reduced at 3 mo
in aIB-AR overexpressing hearts. Interestingly, there was a general trend for reduced
expression of MKP- 1, -2, and -3 with increased age. In addition, expression of the
modulatory calcineurin-interacting protein (MCIP) 1, an indicator of calcineurin
activity, was elevated 3-fold in aIB-AR overexpressing hearts at both 3 and 9 mos.
These results indicate that the overexpression of the wild-type aIB-AR leads to
chronic changes in the activation of signalling pathways previously shown to be
associated with the hypertrophic response.
Keywords: ceil communication, adrenergic receptor, signal transduction, heart,
ERK, MKP, MCIP1.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION ET REVUE DE
LITTÉRATURE: Les récepteurs couplés aux protéines G
1 Les récepteurs couplés aux protéines G
1.1 Imnortance nhvsiologinue des récenteurs counlés aux nrotéines G
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) constituent la plus grande famille
de récepteurs membranaires impliqués dans la transmission de signaux. Chez les
mammifères, les gènes codant pour les RCPG représentent jusqu’à 1% du génome entier.
De plus, entre 1% et 5% du contenu total en protéines sont des RCPG (1). Les molécules
activant les RCPG sont très variées (la lumière, les molécules odorantes, les peptides,
etc.) et leur nombre est considérable (figure 1). Cette famille de récepteurs est donc
impliquée dans une multitude de processus physiologiques dont le métabolisme
cellulaire, la neurotransmission et le développement.
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figure 1: Structure des RCPG et variété des ligands. (figure tirée de Bockaert et al. (2))
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1.2 Structure et classification des RCPG
Les RCPG possèdent une structure hautement conservée, composée d’un seul
polypeptide contenant 7 domaines transmembranaires formant une poche hydrophobe,
d’où leur nom de “récepteurs à 7 domaines transmembranaires”. Ces 7 régions en hélice
a sont séparées par des boucles hydrophiles intracellulaires et extracellulaires, de tailles
variables. La queue COOH-terminale est intracellulaire tandis que celle NH2-terminale
est extracellulaire et elle est une cible pour la glycosylation (Figure 1). En interagissant
avec les diverses protéines G, les récepteurs de cette famille activent des voies de
signalisation en aval.
Les RCPG sont généralement classifiés en 3 groupes différents, selon leurs
similarités de structure et de séquence (2). Le groupe 1 (récepteur de type rhodopsine)
est le plus vaste et il comprend plusieurs récepteurs pour les neurotransmetteurs
classiques (les amines biogéniques et les nucléotides), les prostaglandines et les
peptides/neuropeptides. Il comprend aussi plusieurs récepteurs pour d’autres
molécules/pigments. Le groupe 2 (récepteur à la sécrétine/glucagon) contient des
récepteurs pour des hormones et des peptides distincts (glucagon, sécrétine, calcitonine,
hormone diurétique, etc.). Le groupe 3, souvent appelé le groupe métabotropique du
récepteur au glutamate, comprend des récepteurs pour le glutamate, le GABA et les ions
Ca2.
1.3 fonctionnement des RCPG
Comme mentionné précédemment, les RCPG interagissent avec les petites
protéines G afin de transmettre les signaux de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule.
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Ces protéines hétérotrimériques sont constituées d’une sous-unité Ga et d’un complexe
Gf3y. Il existe au moins 23 sous-unités Ga, classifiées en 4 familles : Gi/o, Gs, Gq/1 1 et
G12. De plus, 6 sous-unités G13 et 12 sous-unités &y ont été décrites (1). Le type de la
protéine G est nommé selon la nature de la sous-unité Ga.
Le processus initial de signalisation par les RCPG de la famille 1 est bien connu.
Un résidu du deuxième domaine transmembranaire ainsi qu’un tripeptide à l’interface
entre le troisième domaine transmembranaire et la deuxième boucle intracellulaire sont
conservés dans cette sous-famille de RCPG et ils sont importants pour l’activation du
récepteur (2). Lorsqu’un ligand lie le RCPG de la famille 1, il y a un changement de
structure de la poche hydrophobe. La conformation des boucles intracellulaires du
récepteur est altérée, ce qui permet l’association fonctionnelle du récepteur à une protéine
G spécifique. Le site actif de la sous-unité Ga relâche la molécule de guanosine
diphosphate (GDP), permettant ainsi la liaison d’une molécule de guanosine triphosphate
(GTP). Cet échange déstabilise le complexe hétérotrimérique et cause sa dissociation en
Ga et Gf3y. Il a cependant été montré que la dissociation de la protéine G en 2 sous-
unités n’est pas indispensable. En effet, Bunemann et al. (3) ont montré que la protéine
Gi subit un changement conformationnel lorsqu’elle lie le GTP, ce qui permet
l’activation d’effecteurs en aval du récepteur, contrairement à la protéine Gs qui doit se
dissocier afin de permettre la signalisation. La sous-unité Ga liée au GTP et le dimère
Gf3y peuvent interagir avec des effecteurs membranaires (e.g. canaux ioniques) ou
intracellulaires (e.g. adénylate cyclase tAC), phospholipase), amenant l’amplification et
la propagation de signaux à l’intérieur de la cellule. Par la suite, l’activité GTPase
intrinsèque de la sous-unité Ga hydrolyse le GTP en GDP. La sous-unité Ga retrouve
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alors sa conformation inactive et son affinité pour le complexe G(3’. Puisque les résidus
mentionnés ci-haut ne sont pas conservés chez les autres sous-familles de RCPG, le
changement de conformation de la poche hydrophobe et/ou les événements moléculaires
menant à l’activation de ces récepteurs ne sont peut-être pas conservés entre les membres
de ces différentes familles (2).
L’interaction des RCPG à de multiples protéines G est régulée sélectivement et
ce, à différents niveaux : au niveau de l’agoniste (nature, efficacité, concentration), au
niveau du récepteur (variant d’ épissage, palmitoylation, phosphorylation, densité de
récepteur, protéines interagissant avec le récepteur, dimérisation) et au niveau de la
protéine G (disponibilité, compartimentalisation, régulateurs de la signalisation des
protéines G) (1). Les différentes combinaisons de sous-unités Ga, G et &y agissent sur
de multiples effecteurs, contribuant ainsi à la diversité et à la sélectivité de la
signalisation intracellulaire activée par les RCPG. Toutefois, de plus en plus de données
ne concordent pas avec le modèle de dissociation de la protéine G activée en trois sous-
unités (4). Par exemple, il a été montré que la protéine Gi subit un changement
conformationnel lorsqu’elle lie le GTP, ce qui permet l’activation d’effecteurs en aval du
récepteur, contrairement à la protéine Gs qui doit se dissocier afin de permettre la
signalisation (3).
1.4 Les récepteurs adréner%igues
1.4.1 Classification des récepteurs adrénerigues
L’adrénaline et la noradrénaline sont deux catécholamines libérées par les
terminaisons du système nerveux central, en tant que neurotransmetteurs, mais aussi par
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les glandes médullosunénales, en tant qu’hormones. Des études pharmacologiques ont
permis de montrer que les récepteurs adrénergiques (AR) possédaient des affinités
spécifiques pour ces deux molécules, et que la signalisation induite était diversifiée: la
neurotransmission sympathique, la modulation du métabolisme hépatique, le contrôle du
tonus vasculaire, la contraction cardiaque et la régulation de l’activité des muscles lisses
dans le système génito-urinaire ((5)). Ces RCPG ont alors été divisés en 2 sous-groupes
les a et les f3. Il existe 9 sous-types de AR, dont 3 a1 talA, a13 et cLin), 3 a (cL2A, cL2B et
cL2C) et 3 f3 (f3i, f32 et f33). Dans les prochaines sections, une attention particulière sera
portée au UIB-AR puisqu’il constitue le point central de la présente étude.
1.4.2 Les récepteurs adrénerigues dans le coeur
Le système nerveux sympathique et le système cardiovasculaire sont
interconnectés par les AR, ce qui permet une régulation rapide des fonctions cardiaques
et vasculaires (6). Une courte stimulation des a-AR affecte le métabolisme du glucose
du coeur, la consommation d’oxygène par les mitochondries, la contraction des muscles
lisses des vaisseaux sanguins, les propriétés électrophysiologiques, etc. (7). Toutefois, si
la stimulation de ces récepteurs est soutenue, l’expression de gènes peut être altérée et
mener à l’hypertrophie cardiaque. De plus, il a été suggéré que les a1-AR auraient des
rôles à jouer dans plusieurs pathologies humaines telles l’athérosclérose, l’hypertension
et les arythmies cardiaques (8). La distribution et le niveau d’expression diffèrent pour
chacun des sous-types de a1-AR et entre les espèces. De plus, ces patrons d’expression
peuvent être altérés dans diverses conditions et/ou pathologies (9).
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Dans le coeur de souris, le sous-type alB est le plus abondant de la famille des a1-
AR et il lie principalement la protéine Gq (10,11). La signalisation via cette voie mène à
l’activation de la phospholipase C (PLC). Cette enzyme hydrolyse le
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2) en inositol-1 ,4,5-triphosphate (1P3) et en
diacylglycérol (DAG). L’1P3 peut ensuite lier un récepteur à la surface du réticulum
sarcoplasmique et entraîner une libération de Ca2. Ce calcium permet l’activation de
protéines dépendantes du calcium, comme certains isoformes de la PKC. Quant au DAG,
il peut recruter la protéine kinase C (PKC) à la membrane et l’activer. PKC peut ensuite
phosphoryler différents substrats cellulaires comme des canaux calciques et des tyrosines
kinases de type récepteur ou non (12). À leur tour, ces tyrosines kinases peuvent
phosphoiyler des protéines adaptatrices comme Shc, permettant le recrutement de Grb2-
Sos à la membrane. Sos est un facteur d’échange de GTP qui facilite l’échange de la
molécule de GDP liée à la petite protéine G (e.g. Ras) pour une molécule de GTP.
Comme décrit plus en détails dans la section 2.2.1, il y a alors recrutement de Raf à la
membrane et propagation du signal jusqu’au noyau.
1.5 Hypertrophie cardiaque
L’hypertrophie cardiaque est un facteur de risque majeur pour le développement
d’arythmies, de prolongation du potentiel d’action des myocytes, de défaillance cardiaque
suivie de la mort (13-15). Dans les stades initiaux, l’hypertrophie est une réponse
compensatoire à une augmentation du stress sur les parois. De cette façon, elle permet au
myocarde d’adapter sa performance contractile aux changements de charges via une
augmentation de la taille du coeur et/ou du volume des myofibres, sans changement du
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nombre de myocytes. De plus, il y a une induction de gènes embryonnaires dont I’ANf
(atrial natriuretic factor) et la 3-MHC (t3-myosin heavy chain) (14,15). Toutefois, si le
stimulus hypertrophique est intense et maintenu, l’hypertrophie devient décompensée, i.e.
l’hypertrophie ne suffit plus à fournir la force nécessaire au coeur afin de compenser pour
le stress sur les parois, ce qui mènera, de façon ultime, à la défaillance cardiaque (13). La
norépinéphrine, 1’ endothéline et 1’ angiotensine sont des inducteurs hypertrophiques
directs sur les cardiomyocytes. La signalisation intracellulaire pouvant mener à
l’hypertrophie comprend les mitogen-activated protein kinase (MAPK), la protéine
kinase C (PKC), la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K), le nuclear factor of activated T
ceils (NFAT), Ras, Gq, la calcineurine, etc. (11,15-17,18 ,l9). De plus, le calcium
possède plusieurs fonctions dans le coeur dont le contrôle de la contraction des myocytes
et la croissance du coeur, lors du développement embryonnaire et dans les pathologies
(20,21).
1.6 Surexpressfon du a18-AR
La progression de l’intégration de la régulation des activités des a1-AR a été
ralentie par la faible disponibilité d’agonistes et d’antagonistes spécifiques pour les sous-
types de récepteur. De plus, l’administration systémique d’agonistes des a1-AR affecte
la pression périphérique, ce qui peut affecter le coeur. La surexpression spécifique des
sous-types de a1-AR élimine ces problèmes. Cependant, le type de promoteur utilisé
dans la construction du transgène affecte le niveau d’expression ainsi que sa spécificité
cellulaire. Par exemple, si le promoteur du alB-AR lui-même est utilisé, le récepteur
muté sera exprimé dans les tissus où le a13-AR est normalement présent. À l’opposé,
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une expression limitée au coeur est possible grâce au promoteur de la chaîne lourde de la
myosine alpha (a-MHC), l’isoforme prédominant de la MHC chez la souris adulte (22).
Ce promoteur a l’avantage de limiter les effets périphériques de la surexpression du
récepteur sur le phénotype observé. De plus, l’activation du promoteur de la a-MHC
commence seulement après la naissance, empêchant ainsi les effets lors du
développement embryonnaire de l’animal.
1.6.1 Surexpression du a-AR actif de façon constitutive
L’expression d’un récepteur actif de façon constitutive permet d’étudier la
signalisation de ce récepteur, même en absence d’agoniste. La mutation de résidus
spécifiques sur le récepteur augmente son affinité pour les agonistes et permet sa liaison
aux protéines G, même en absence d’agoniste, ce qui permet l’activation constitutive du
récepteur. Comme mentionné dans la section 1.4.2, le récepteur de type sauvage est
couplé à l’activation de la PLC, menant donc à une augmentation de la quantité de DAG
intracellulaire. De la même façon, dans un premier modèle de souris transgénique (Tg)
étudié (23), l’expression du récepteur muté cause une augmentation de la quantité totale
de DAG, i.e. environ 75% plus que chez les souris non-transgéniques (nTg). De plus,
deux signes d’hypertrophie cardiaque sont observés chez les Tg (à 10 semaines) le ratio
poids du coeur/poids du corps augmente de 20% et l’aire transversale des myocytes
augmente de 62%. Finalement, il y a 4 fois plus d’ANF dans le coeur des souris Tg.
Dans un autre modèle d’expression du récepteur actif (24), chez les transgéniques
de 4 à 6 mois, le ratio poids du coeur/poids du corps et l’épaisseur de la paroi postérieure
et celle du septum interventriculaire sont augmentés. Chez les Tg, le diamètre des
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ventricules durant la diastole et la systole augmentent, mais la pression sanguine artérielle
diminue, peut-être à cause de la diminution d’environ 50% de la quantité totale sanguine
d’adrénaline et de noradrénaline (à 6 mois).
Dans un troisième modèle d’étude d’expression du récepteur actif (25), des
niveaux élevés d’activation de la extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) (26)
et la c-jun N-terminal kinase (JNK) sont observés chez les transgéniques. Le diamètre du
ventricule gauche durant la systole et la diastole augmentent chez ces souris. De plus, il y
a une diminution du pourcentage de raccourcissement des myocytes chez les 1g, ce qui
indique une performance cardiaque réduite.
En conclusion, l’expression du alB-AR actif de façon constitutive mène à une
hypertrophie cardiaque modérée, caractérisée par une augmentation du poids du coeur, de
l’épaisseur des parois, et du niveau d’activation de ERK et JNK MAPK. De plus, il a été
montré qu’une expression de la forme activée de MKK1, une kinase activatrice de ERK,
entraîne une hypertrophie cardiaque concentrique compensée ((27)). Les modèles étudiés
diffèrent au niveau du promoteur et des résidus mutés, ce qui peut faire varier les voies
activées et les niveaux d’expression du récepteur, affectant le phénotype observé ainsi
que sa profondeur. De plus, la surexpression de protéines mutées pourrait entraîner des
interactions et une signalisation peu ou pas physiologique.
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1.6.2 Surexpression du a1-AR de type sauvage
1.6.2.1 $urexpression duaB-AR de type sauvage sous le contrôle du promoteur du
a-AR
La surexpression du aIB-AR de type sauvage permet d’étudier la signalisation en
aval du récepteur. En effet, puisqu’un faible pourcentage de récepteurs s’activent
spontanément, une forte densité de récepteurs résulte en une signalisation significative
en aval de ce même récepteur. Dans un premier modèle de souris étudié (24), le
transgène était sous le contrôle du promoteur du a13-AR et l’expression du récepteur
dans le coeur était environ 2 fois supérieure à celle observée chez les souris normales.
Chez les transgéniques de 4 à 6 mois, la surexpression du aIB-AR de type sauvage cause
une faible augmentation de la production d’1P3, montrant ainsi l’augmentation de la
signalisation via Gq. Le ratio poids du coeur/poids du corps et l’épaisseur de la paroi
postérieure et du septum interventriculaire sont aussi augmentés et les performances
cardiaques sont diminuées. Chez les Tg, aucune hypotension n’est observée et il n’y a
pas de diminution d’adrénaline ni de noradrénaline, contrairement au modèle de la
surexpression du récepteur actif de façon constitutive dans cette même étude.
1.6.2.2 Surexpression du am-AR de type sauvage sous le contrôle du promoteur de
la a-MHC
Dans un autre modèle de souris étudié, le promoteur utilisé est le a-MHC et
l’expression cardiaque du récepteur est environ 43 fois supérieure à celle observée chez
les souris normales. La quantité totale de DAG est augmentée, démontrant une plus
grande signalisation via Gq (de 2 à 5 mois) (11). À 5 mois, les marqueurs moléculaires
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de l’hypertrophie cardiaque ne sont pas induits, excepté l’ANf (11), et la structure des
myofibres et des sarcomêres est intacte (11,2$). Le ratio poids du ventricule
gauche/poids du corps, l’aire transversale du ventricule gauche et la pression systolique
du ventricule gauche ne sont pas changés. Chez les Tg, le rythme cardiaque et l’activité
de l’AC de base et suite à une stimulation à l’isoprotérénol sont diminués (11). La toxine
pertussique (PTx) permet le retour de l’activité de l’AC à un niveau normal, ce qui
suggère que la forte expression du alB-AR favorise la liaison du récepteur aux protéines
sensibles à la PTx (11). Une diminution de la performance du ventricule gauche est
observée, i.e. il y a une diminution du niveau basal de contraction, mais le rythme
cardiaque reste le même (28). De plus, la pression ventriculaire gauche est diminuée,
mais la pression à la fin de la systole et de la diastole ainsi que la pression auriculaire
gauche sont augmentées (28). Suite à la stimulation des [3-AR, la fonction du ventricule
gauche est diminuée. Une augmentation de l’activité de la f3-ARK1 est observée dans les
coeurs Tg. Les coeurs transgéniques sont limités dans leur capacité à performer contre de
fortes charges. Ainsi, dans ce modèle de surexpression du Œ1B-AR de type sauvage,
aucune hypertrophie cardiaque n’est observée aux âges étudiés mais la performance
contractile est diminuée.
Dans deux études de Lemire et al. (29,30), le même modèle de souris a été utilisé,
mais des croisements ont permis d’obtenir une expression du UIB-AR de type sauvage
environ 150 fois supérieure à celle normale. Les souris surexprimant le alB-AR de type
sauvage sous le contrôle de la a-MHC développent des signes de défaillance cardiaque,
suivis d’oedème et de la mort. La progression du phénotype a été suivie à intervalles
réguliers, soit à 3 mois, à 6 mois, à 9 mois et suite à la défaillance cardiaque. Les 4
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chambres des coeurs défaillants sont dilatées (Figure 2). Le poids des coeurs défaillants
augmentent de 2,5 fois tandis qu’il est inchangé chez les souris Tg sans défaillance. Ceci
suggère une hypertrophie cardiaque excentrique dans les stades finaux de la
cardiomyopathie. En effet, dans les coeurs de souris 1g de 9 mois sans défaillance, les 4
chambres sont dilatées et déformées, mais l’épaisseur des parois et du septum ne sont pas
altérées. Les myofibres sont désalignées mais aucune fibrose n’est observée. La a-MHC
est augmentée chez les nTg de 9 mois mais diminuée chez les Tg de 9 mois,
comparativement aux nTg de 3 mois. Le niveau d’ANF est augmenté chez les nTg de 6
et 9 mois, et à tous les âges chez les Tg, incluant chez les souris avec la défaillance
cardiaque, comparativement à celui des souris nlg de 3 mois. La sarco(endo)plasmic
reticulum Ca2tATPase (SERCA2) est diminuée chez les 1g de 9 mois et dans le groupe
défaillant, comparativement aux nTg de 3 mois. La $ERCA2 est moins exprimée chez
les 1g de 3 et 9 mois, comparativement aux nlg de même âge. La titine est augmentée
chez les Tg de 3 mois mais diminuée chez les Tg de 9 mois, le groupe défaillant, les nlg
de 6 et 9 mois, comparativement aux nTg de 3 mois. Il a été montré que l’expression de
la titine est diminuée dans les cardiomyopathies dilatées, qu’elle sert d’amorce pour
l’organisation de nouveaux filaments sarcomériques et qu’elle influence les propriétés
élastiques des sarcomères. Le phospholamban (PLB) est augmenté chez les 1g de 3 mois
comparativement aux nlg de 3 mois. L’expression de la calséquestrine est
habituellement inchangée dans l’hypertrophie et dans les cardiomyopathies dilatées
(DCM). Cependant, elle est diminuée chez les 1g de 3 mois comparativement aux nlg
de 3 mois. À 3 mois, l’activité basale de Ï’AC est augmentée mais la quantité d’AMPc
est inchangée. Toutefois, l’augmentation de l’activité de l’AC suite à la stimulation par
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l’isoprotérénol est diminuée chez les Tg, comparativement aux nlg. Une
désensibilisation des r3-AR est aussi notée via, entre autres, une perte du site de liaison de
haute affinité pour l’isoprotérénol. Chez les Tg, une augmentation de l’activité de trois
isoformes de la PKC (, c et [311) pourrait être associée dans la désensibilisation
hétérologue des [3-AR par les alB-AR. finalement, l’expression de l’échangeur Na7Ca2
est diminuée chez les Tg de 9 mois comparativement aux nTg de 9 mois. Tous ces
changemements prédisposent les souris au développement de cardiomyopathie dilatée.
De plus, l’âge et les changements sarcomériques (MHC et titine) jouent peut-être un râle
important dans le développement final de la myopathie. De plus, ces changements lents
et progressifs sont observés chez l’humain souffrant de DCM.
En résumé, l’augmentation de l’expression de gènes foetaux ((17), (23), (28)), la
diminution de l’expression de la a-MHC ((30)), l’augmentation du ratio poids du coeur:
poids du corps ((30), (23), (28)) et l’augmentation de l’activité de certains isoformes de la
PKC ((14)) sont des changements typiques observés dans le coeur hypertrophié. De plus,
la diminution de l’abondance et de l’activité de la SERCA2 sont deux changements
observés lors d’une diminution de la fonction diastolique ((30)). Finalement, la titine est
habituellement diminuée dans les DCM et dans l’hypertrophie décompensée ((30), (31)).
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Figure 2 Comparaison entre un coeur transgénique surexprimant le Œ1B-AR et un
coeur
non-transgénique à 9,5 mois. (Figure tirée de Lemire et al. (30))
En conclusion, une forte expression du cLIB-AR de type sauvage mène à un
e
diminution de la performance cardiaque, à une faible augmentation ou non du
poids du
coeur et de l’épaisseur des parois et à des changements dans l’expression d
e certains
gènes (e.g. ANF). Aucune hypertrophie n’est observée dans les coeurs transgéniques où
le transgène est sous le contrôle du promoteur de la a-MHC, sauf dans les stad
es tardifs
de la cardiomyopathie, contrairement à celui sous le contrôle du aIB-AR. Des
effets
secondaires entraînés par une expression non-limitée au coeur causent peut
-être cette
hypertrophie. Les données obtenues suggèrent que la phase finale du développ
ement du
phénotype soit une hypertrophie cardiaque excentrique décompensée résulta
nt en une
B
lw._ j
çJ
15
mort prématurée des souris. Certaines des différences observées entre les études peuvent
être causées par le niveau d’expression du aIB-AR ainsi que sa localisation déterminée
par le promoteur utilisé, les réponses différentes pour chacune des souches de souris,
l’âge et le sexe des souris, etc. De plus, comme mentionné précédemment, une forte
expression de protéines peut favoriser des interactions moins physiologiques par
exemple, la surexpression du aIB-AR favorise sa liaison aux protéines sensibles à la PTx
plutôt qu’à Gq. Ces différences peuvent affecter la signalisation ainsi que le phénotype
observés.
De nombreuses différences phénotypiques sont observées entre les modèles de
surexpression du récepteur actif de façon constitutive comparativement à ceux de
surexpression du récepteur de type sauvage (voir le Tableau 1), et plusieurs facteurs
pourraient les expliquer. Il y a tout d’abord la diminution de la quantité totale sanguine
d’adrénaline et de noradrénaline chez le modèle de surexpression du récepteur actif,
pouvant ainsi résulter en une augmentation ou une diminution de la signalisation via
certaines voies. Ensuite, les mutations activatrices pourraient entraîner des interactions
moins physiologiques avec des effecteurs, via une altération de leur structure. De plus, il
a été montré que la surexpression du récepteur de type sauvage augmentait son
interaction avec les protéines Gi, ce qui change l’activité des voies en aval du récepteur.
Dans le même ordre d’idées, la signalisation induite par le récepteur actif entraîne peut
être l’inhibition d’autres voies de signalisation, lesquelles ne seraient pas affectées par le
récepteur de type sauvage. Finalement, la signalisation induite par le récepteur actif est
peut-être plus forte, plus soutenue que celle obtenue par une forte expression.
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Récepteur actif Récepteur type sauvage
tDAG tANF
t ratio poids du cœur/poids du corps t 1P3 et DAG
aire transversale des myocytes f ratio poids du cœur/poids du corps
(certaines études)
t épaisseur des parois t épaisseur des parois (certaines études)
f diamètre des ventricules performance contractile
t activité de ERK et JNK Dilatation des 4 chambres cardiaques
[adrénaline et noradrénaline] sanguine . c-MHC
pourcentage de raccourcissement des SERCA2
myocytes
f titine
Tableau 1 : Résumé des changements observés lors de la surexpression du récepteur actif
de façon constitutive ou du récepteur de type sauvage.
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CHAPITRE 2. ORGANISATION ET RÉGULATION DE LA
SIGNALISATION INTRACELLULAIRE
2 Organisation et régulation de la signalisation intracellulaire
2.1 Voies des mitogen-activated protein kinase
La phosphorylation des protéines sur les résidus sérine (Ser), thréonine (Thr) et
tyrosine (Tyr) est une modification post-traductionnelle critique qui est au coeur des
mécanismes de régulation des activités cellulaires (32). Les niveaux de phosphorylation
des protéines sont dictés par les activités opposées des protéines kinases et des protéines
phosphatases. Le nombre élevé de gènes codant pour ces enzymes démontre leur
importance fondamentale dans la physiologie cellulaire.
Les MAPK possèdent un rôle crucial dans la propagation du signal intracellulaire
vers le noyau. Elles sont d’importants médiateurs de la régulation des facteurs de
transcription contrôlant la croissance cellulaire, l’apoptose et la différenciation
(12,33,34). Dans les cardiomyocytes, la cascade de signalisation des MAPK est initiée
par les RCPG, les récepteurs Tyr kinase, le stress cellulaire et la cardiotrophine-1 (35).
Trois groupes principaux de MAPK ont été caractérisés dans les cellules mammifères
ERK, JNK et p38 MAPK.
De manière simpliste, les voies des MAPK sont composées par l’assemblage de 3
protéines kinases (figure 3). Ce modèle est conservé de la levure jusqu’à l’homme
(35,36). La première kinase de ce modèle est la MAPK kinase kinase (MKKK) et elle
peut être activée par une MAPK kinase kinase kinase (MKKKK) ou par une interaction
avec les protéines de la famille de Ras ou Rho. Les MKKK sont des kinases à Ser/Thr
qui, lorsque activées, phosphorylent et activent la kinase en aval dans le module, soit la
MAPK kinase (MKK). Les MKK sont des kinases à double-spécificité qui reconnaissent
et phosphorylent la Thr et la Tyr dans un motif Thr-X-Tyr (TEY pour ERK, TPY pour
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JNK et TGY pour p38 MAPK) dans la boucle d’activation des MAPK, les kinases à
Ser/Thr finales dans les modules à 3 kinases (37) (Figure 3).
G rowtli/ne ii rotrop h ic
factors!stress
Figure 3: Les 3 modules des MAPK. (Figure modifiée, tirée de Keyse (38))
Chez les mammifères, il existe un haut degré d’homologie entre les 3 modules de
MAPK et ce, autant dans l’organisation générale qu’au niveau protéique. La séquence
primaire en acides aminés est fortement similaire entre les différentes MAPK, i.e. 60%
entre ERK, JNK et p38 MAPK (39). De plus, les substrats pour ces 3 MAPK principales
montrent des motifs consensus de phosphorylation semblables. Alors, comment la
spécificité est-elle possible? Comment la régulation croisée inappropriée entre les voies
parallèles est-elle limitée? Deux mécanismes sont utilisés: les protéines d’échafaudage et
les sites d’ancrage. Pour la voie de ERK, ces 2 mécanismes seront décrits plus en détails
Cyto kines! stress
Grcwth Cytokine synthesis
clifferentiation diffeientiation apoptosis
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dans la section 2.2.2. Dans les prochaines sections, une attention plus particulière sera
portée à la voie de ERK puisqu’elle constitue un des points centraux de la présente étude.
2.2 Voie de ERK MAPK
2.2.1 Protéines de la cascade de sina1isation
La voie MAPK la mieux connue est celle de Ras/ERK (Figure 4).
L’amplification du signal via cette cascade est efficace à un point tel qu’une activation de
seulement 5% des protéines Ras totales est suffisante pour induire l’activation totale de
ERX (39). Cette voie débute par Ras, une petite protéine G monomérique. À l’aide de
protéines accessoires (e.g. Grb2 et Sos), la protéine Ras est activée par l’échange d’une
molécule de GDP pour une molécule de GTP. Par la suite, elle recrute la kinase Raf à la
membrane cellulaire où elle est activée à son tour. Raf est une kinase à Ser/Thr
essentielle pour la prolifération cellulaire et pour déterminer le destin des cellules au
cours du développement. Afin de propager le signal en aval, Raf active la kinase MEK
en la phosphorylant sur 2 résidus Ser situés dans sa boucle d’activation. MEK est une
kinase à double-spécificité qui peut phosphoryler ERK sur 2 résidus Thr et Tyr dans le
motif TEY (Figure 3). ERK fait partie de la famille des kinases à Ser/Thr et elle possède
au moins 50 substrats dont des facteurs de transcription, des protéines du cytosquelette,
des phosphatases et d’autres kinases. Ceci montre le rôle important de cette kinase dans
l’expression génique, la synthèse protéique et la progression du cycle cellulaire (12,40).
Le type cellulaire et l’expression spécifique à une situation déterminent les substrats
potentiels disponibles. De plus, la localisation sous-cellulaire des protéines régule leur
accessibilité.
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figure 4: La voie de ERK et sa régulation. (Figure tirée du site web de Ccli SignaiÏing)
Lorsqu’elle est activée de façon soutenue, la kinase ERK dimérise, transioque au
noyau et y phosphoryle divers substrats. La signalisation est ensuite arrêtée via la
déphosphorylation de ERK par des phosphatases nucléaires (39,41). Toutefois, les
mécanismes d’import/export nucléaire de ERK sont encore mal compris. En effet, ERK
ne possède pas de séquence de localisation nucléaire (NLS). La dimérisation de ERK
dépendante de la phosphorylation est peut-être impliquée dans son import nucléaire. De
plus, il a été montré que ERK interagit directement avec les complexes de pores
nucléaires: la diffusion passive pourrait expliquer le transport de ERK au noyau. De la
même façon, ERK ne possède pas de signal d’export nucléaire (NES) mais MEK en a un
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puissant, ce qui lui permettrait d’attirer et de retenir ERK nucléaire inactif hors du noyau.
Par exemple, dans les cellules non-stimulées, MEK1 lie ERI et, grâce à son NES, le
complexe MEK1-ERK reste dans le cytoplasme. Cette interaction prévient, entre autres,
l’accumulation de ERK au noyau donc la phosphorylation de substrats nucléaires (42).
ERI pourrait aussi réguler l’import nucléaire de ses substrats, comme ceux de la
famille des RSK. Dans les cellules non-stimulées, ERK et RSK peuvent former un
complexe dans le cytoplasme (43). Suite à la stimulation, ERK peut phosphoryler RSK
et ces 2 kinases sont transportées dans le noyau où elles phosphorylent des substrats
distincts. La famille des RSK contient 3 isoformes, RSK1 ou p90-RSK, RSK2 et RSK3,
encodés par 3 gènes différents, avec 75-80% d’homologie de séquence en acides aminés.
Les 3 isoformes sont exprimés dans plusieurs tissus, mais leurs patrons d’expression sont
différents. Dans les cellules au repos, les RSK sont cytoplasmiques et nucléaires, mais
suite à une stimulation, une partie des RSK cytoplasmiques activés transioquent au
noyau. Les substrats des RSK sont variés, ce qui suggère que ces kinases soient
impliquées dans la régulation d’une multitude de fonctions cellulaires (44). Les RSK
peuvent aussi être activés par des voies indépendantes de ERK (45).
2.2.2 Échafaudage et ancrage de la voie de ERK
Comme mentionné dans la section 2.1, deux mécanismes permettent une
signalisation spécifique et rapide. Les protéines d’échafaudage sont le premier
mécanisme de contrôle. Elles créent des complexes multi-enzymatiques spécifiques qui
rassemblent les composantes d’une cascade de kinases, permettant ainsi la propagation
rapide et spécifique du signal dans la voie (39,40,46). Dans la voie de ERK, au moins 3
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protéines d’échafaudage ont été identifiées : RKIP (Raf Kinase Inhibitor Protein), MP-l
(MEK Partner 1) et Ksrl (Kinase Suppressor of Ras) (Figure 4).
La protéine RJUP (Raf kinase inhibitor protein) peut lier Raf- 1, MEK et ERK
mais pas simultanément. Elle bloque l’interface Raf-1/MEK, c’est-à-dire qu’elle
empêche la phosphorylation de MEK par Raf, sans affecter la phosphorylation de ERK
par MEK, ni la phosphorylation de Elk-l par ERK, ni l’autophosphorylation de Raf-1.
La stimulation de la voie de ERK induit la dissociation de RKJP et Raf-1, permettant
ainsi l’activation de MEK et de ERK. À l’inverse, quand l’activité de ERK diminue,
RK.IP se ré-associe à Raf-1 (40,46).
Chez les mammifères, MP1 (MEK partner 1) lie MEK1 et ERK1, mais pas MEK2
ni ERX2, ce qui permet une plus forte activation de ERK1. Un partenaire de MP1, p14, a
été découvert récemment. Le complexe MPY-p14 retient MEKÏ et ERKÏ à la surface
cytoplasmique des endosomes tardifs où p14 est localisé. Il a été montré que, avec une
réduction du niveau de MP1 et p14, la propagation du signal est déficiente (39,47).
Ksrl (kinase suppressor of Ras) est une autre protéine d’échafaudage de cette voie
et elle lie Raf-1, MEK et ERK. Ksrl interagit directement avec MEK et ERK, via des
domaines distincts tandis que l’interaction avec Raf semble être indirecte. En réponse à
des facteurs de croissance, Ksrl transioque du cytoplasme vers la membrane cellulaire où
il lie MEK et ERK, les rapprochant du complexe de signalisation actif de Raf (47).
Les sites d’ancrage spécifiques sont le deuxième mécanisme de régulation de la
spécificité et de la rapidité de la signalisation. Ils permettent la liaison appropriée de
substrats activateurs et régulateurs, augmentant ainsi la fidélité et l’efficacité des
réactions enzymatiques. En effet, des sites d’ancrage ont été identifiés sur des protéines
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interagissant avec ERK substrats (TFII-I (48)), activateurs (MEK1 (49)), protéines
d’échafaudage (vinexine (50)) et phosphatases (MKP2 (51), MKP3 (52)). De plus, il a
été montré que ces interactions sont mutuellement exclusives, permettant ainsi un
mécanisme moléculaire pour l’activation et l’inactivation de ERK. De plus, l’état de
phosphoiylation de ces protéines peut moduler l’affinité d’interaction (39).
2.3 Voie de p38 MAPK
La voie de p38 MAPK médie la réponse cellulaire aux stress environnementaux
(figure 3). En effet, chez les mammifères, elle est activée par plusieurs stimuli dont les
rayons UV, les chocs thermique et osmotique, l’arsenite de sodium, les
lipopolysaccharides bactériens et les cytokines proinflammatoires. Les processus
physiologiques affectés via la signalisation de la voie de p38 MAPK incluent la
progression du cycle cellulaire, la différenciation, l’apoptose et la réponse inflammatoire.
Chez les mammifères, il y a 4 isoformes de p38 MAPK: a, f3, ô et y. Ces 4 kinases sont
phosphorylées et activées par MKK3 et MKK6 (sauf l’isoforme f3), des MKK situées en
amont dans la cascade de protéines kinases. Mlk et PAK sont des exemples de MKKK
dans cette voie. Les cibles de p38 MAPK sont variées et comprennent des facteurs de
transcription et certaines Ser/Thr kinases (MK2, MK3, MK5, MNKÏ, MNK2, MSK1 et
MSK2) (12,53). Chez les mammifères, la localisation sous-cellulaire de p38 MAPK
n’est pas bien définie mais une étude a montré que p38 MAPK serait nucléaire dans les
cellules au repos. Puisque p38 MAPK ne possède pas de NLS, il a été proposé que les
MK auraient peut-être un rôle d’ancre nucléaire pour p38 MAPK (53). Tout comme pour
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la voie de ERK, des protéines d’échafaudage ainsi que des sites d’ancrages facilitent la
propagation du signal via la voie de p38 MAPK.
2.4 Voie de JT%TK MAPK
Une autre voie de MAPK est celle de JNK (figure 4). Les protéines JNK ont été
identifiées initialement comme 2 protéines kinases (p461 et p5411’) pouvant
phosphoryler le facteur de transcription c-Jun (54). Tout comme la voie de p38 MAPK,
celle de JNK est activée par le stress cellulaire, les rayons UV, les chocs thermiques et
osmotiques et les cytokines. Elle est aussi impliquée dans diverses fonctions biologiques
incluant le développement, la migration cellulaire et l’arrêt du cycle cellulaire, d’où son
rôle dans les pathologies telles le cancer, l’Alzheimer, le Parkinson, l’hypertrophie et
l’ischémie cardiaques (12,54). À ce jour, la famille JNK contient 3 membres principaux
(JNKÏ-3) et plusieurs variants d’épissage (54). JNK phosphoryle des facteurs de
transcription comme ATF2, Elk-l et c-Myc, ainsi que d’autres protéines comme celles de
la famille Bd-2 (12,54). JNKK1/MKK4/SEK1 et JNKK2/MKK7 sont des MKK qui
activent les kinases JNK en les phosphorylant sur des résidus Thr et Tyr dans le motif
TPY (54) (figure 3). Il existe plusieurs MKKK dans cette voie dont MEKK, ASK1 et
MLK. Tout comme pour les voies de ERX et p38 MAPK, des protéines d’échafaudage
ainsi que des sites d’ancrages facilitent la propagation du signal via la voie de JNK.
2.5 Régulation de la phosphorylation par les phosphatases
La régulation de la signalisation intracellulaire est essentielle et la
déphosphorylation des MAPK par les phosphatases est un mécanisme très important. Le
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type cellulaire ainsi que les stimuli affectent les phosphatases impliquées dans la
régulation des MAPK (53). Trois types de phosphatases peuvent inactiver les MAPK:
les phosphatases à tyrosine, les phosphatases à sérine/thréonine et les phosphatases à
double spécificité thréonine/tyrosine « dual-specificity phosphatase, DUSP ».
Comme mentionné précédemment, l’activation enzymatique des MAPK requiert
une double-phosphorylation par des activateurs spécifiques en amont. Par conséquent,
chaque MAPK est une candidate pour la double déphosphorylation par les phosphatases
des MAPK (MKP). Cependant, comment la spécificité des partenaires
kinase/phosphatase est-elle régulée? Il a été suggéré que les phosphatases agiraient de
manière séquentielle, sous l’influence de différents stimuli extracellulaires. Dans les
cellules au repos, une activité basale des cascades de kinases mène à la phosphorylation
des MAPK et il est important pour les cellules de contrôler cette activité via une
déphosphorylation constante. Ce rôle serait peut-être attribué aux phosphatases à
Ser/Thr, comme la protéine phosphatase 2A (PP2A), et aux MKP exprimées sans
stimulation (39). Suite à une stimulation de courte durée, ces phosphatases continuent de
déphosphoryler les MAPK. Toutefois, suite à une stimulation de longue durée, les
MAPK phosphorylées peuvent transloquer au noyau, phosphoryler des cibles nucléaires
jusqu’à ce que les phosphatases nucléaires soient induites, synthétisées et terminent le
signal. Ainsi, selon la durée du signal et la distribution des phosphatases dans les
différents compartiments de la cellule, les phosphatases forment une machinerie de
régulation précise qui contrôle l’étendue, la localisation et la durée du signal des MAPK.
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2.5.1 Phosphatases à tyrosïne
Les phosphatases à tyrosine sont des régulateurs critiques de la transmission des
signaux. Avec les tyrosines kinases, elles régulent la phosphorylation de résidus tyrosine,
contrôlant ainsi des processus physiologiques fondamentaux comme la croissance
cellulaire, la différentiation, le cycle cellulaire, le métabolisme, etc. De plus, il a été
montré qu’une perturbation de cet équilibre pouvait mener au développement de maladies
comme le diabète et le cancer (55). Chez C. elegans, 2,2% de tous les gènes codent pour
des protéines kinases tandis qu’environ 0,5% semblent être des phosphatases à Tyr (32).
Plus de 50 phosphatases à Tyr ont été identifiées et caractérisées, et STEP (protein
tyrosine phosphatase striatum-enriched) et PTP-SL (protein tyrosine phosphatase SL)
sont 2 exemples de phosphatases à Tyr qui interagissent physiquement avec ERK (38).
PTEN (phosphatase and tensine homologue on chromosome 10) est une phosphatase à
Tyr associée au cytosquelette d’actine et elle est impliquée dans plusieurs processus dont
la migration cellulaire, la croissance cellulaire et les interactions avec la matrice
extracellulaire. La surexpression d’une forme dont l’activité catalytique a été abolie
entraîne une hypertrophie cardiaque. De plus, il a été montré que PTEN diminue
l’hypertrophie cardiaque en inhibant FAK (focal adhesion kinase) ((56)).
2.5.2 Phosphatases à sérine/thréonine
Comme leur nom le mentionne, les phosphatases à sérine/thréonine
déphosphorylent les résidus sérine et thréonine. Cette famille comprend de nombreux
membres dont la PP2A et la protéine phosphatase 2C (PP2C) (Figure 4). Ces 2
phosphatases sont exprimées de façon constitutive et elles sont localisées principalement
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dans le cytosol. PP2A est hautement conservée dans l’évolution des eucaryotes.
Plusieurs études ont démontré son implication dans la régulation du métabolisme
cellulaire, la réplication de l’ADN, l’épissage de l’ARN, la traduction, la progression du
cycle cellulaire, la morphogenèse, le développement et la transformation, ainsi que de la
régulation de plus de 30 protéines kinases dont la protéine kinase A (PKA), la protéine
kinase B (PKB), la protéine kinase C (PKC), p70 $6 kinase et ERK (41,57).
PP1 est une phosphatase à Ser/Thr impliquée dans la régulation de la réponse cellulaire
aux agonistes 3. Elle est située dans la membrane du réticulum sarcoplasmique et est
régulée par 2 protéines inhibitrices, Il et 12. Il a été montré qu’une diminution de la
quantité d’AMPc, via la désensibilisation des -AR, mène à l’inactivation de PKA et à
une augmentation de l’activité de PPÏ. Cette augmentation peut mener à un découplage
de la contractilité cardiaque, à une DCM, à une mort prématurée et à une hypertrophie
cardiaque (augmentation de l’ANF, de la 13-MHC et de l’actine squelettique) ((58)).
La calcineurine, ou la protéine phosphatase 2B (PP2B), est une phosphatase à
$er/Thr unique puisqu’elle répond aux signaux calciques soutenus, de faible fréquence.
Elle est composée de 2 sous-unités, i.e. une sous-unité catalytique (CnA) et une sous-
unité régulatrice B (CnB). Son activation se fait via la liaison du complexe
Ca21icalmoduline (CaM), ce qui déplace le domaine d’auto-inhibition de la sous-unité
CnA (20,59). Ainsi, la calcineurine couple des signaux calciques à des réponses
cellulaires spécifiques via la déphosphorylation de protéines. De plus, la calcineurine est
exprimée dans plusieurs types cellulaires et ses actions dépendent d’une variété de
protéines effectrices qui influencent son activité enzymatique, sa distribution sous
cellulaire et sa stabilité. La calcineurine est un inducteur efficace de la croissance
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cardiaque (20). Par exemple, un transgène actif de la calcineurine dans le coeur cause une
croissance hypertrophique qui mène à une cardiomyopathie dilatée suivie d’une
défaillance cardiaque (60). De plus, puisque le promoteur de MKP1 est sensible à la
calcineurine, le niveau d’expression de MKP1 est augmenté tandis que celui de MKP2
reste le même. L’expression d’une forme activée de la calcineurine entraîne une
augmentation de l’activité de MKP1 ((61), (62)). La calcineurine peut agir directement
sur d’autres effecteurs dont NFAT (nuclear factor of activated T celis). Lorsqu’il est
déphosphorylé, NFAT peut transloquer au noyau, s’y accumuler et activer des gènes
cibles, avec la coopération de plusieurs partenaires dont MEF2 (myocyte enhancer factor
2) (14,63). Finalement, d’autres protéines transmettent des signaux vers le noyau, de
façon dépendante de la calcineurine, affectant ainsi la transcription de gènes (20,60).
Certains RCPG peuvent aussi activer la calcineurine tout comme Ras, les 3 voies de
MAPK et PKC. Ces voies de signalisation ont souvent été liées à l’induction de réponses
hypertrophiques (62). De plus, l’activation de la calcineurine est associée à celle de
ERK, PKCa, PKCO et JNK ((61)) mais avec l’inactivation de p38 MAPK ((62)). Ainsi,
la calcineurine est impliquée dans une multitude de voies de signalisation et ce, à divers
niveaux.
MCIP (myocyte-enriched calcineurin-interacting protein 1 ou modulatory
calcineurin-interacting protein ou DSCR1, Down’s Syndrome Critical Region Ï) est une
protéine inhibitrice de la calcineurine qui est hautement conservée de la levure jusqu’à
l’homme (14). Il existe 3 types de MCIP chez les mammifères, soit MCIPY, MCIP2 et
MCIP3, et ils ont des patrons d’expression différents (63,64). Chez l’humain, MCIP1 et
MCIP2 possèdent des variants d’épissage, 4 et 2 respectivement (65), et ils sont exprimés
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à de forts niveaux dans les muscles striés et le cerveau. Chez l’humain, MCIP3 ne
possède pas de variants d’épissage et est exprimé à de faibles niveaux dans plusieurs
tissus.
Les rôles de l’interaction entre MCIP1 et la calcineurine sont variés, selon la
nature et l’intensité du stimulus, du type cellulaire, du modèle d’étude, du niveau
d’expression des 2 protéines, etc. (66). Cependant, la stoechiométrie entre les 2 protéines
est critique pour maintenir le niveau voulu d’activité de la calcineurine. En effet, le
niveau d’expression de MCIP1 donne une indication de l’état d’activation de la
calcineurine (64). Par exemple, une forte concentration de MCIP1 inhibe l’activité
phosphatase de la calcineurine en liant directement la sous-unité CnA, atténuant ainsi
l’hypertrophie (60,66). Cette liaison ne requiert ni ne prévient la liaison de CnB ni de
CaM. Il a été suggéré que la protéine MCIP 1 soit en compétition avec le domaine
d’auto-inhibition de CnA et qu’elle lie préférentiellement la forme activée de la
calcineurine (65). Cependant, en plus faible quantité, MCIP1 semble nécessaire pour une
réponse hypertrophique complète. De plus, la calcineurine et NFAT peuvent induire
l’expression de MCIP1, et MCIP1 est stabilisé par la calcineurine activée, créant ainsi
une boucle de rétro-inhibition (14,60,64-66). Il a été suggéré que des mécanismes autres
que ceux dépendants du calcium réguleraient l’expression de MCIP1 (67), et que MCIP1
soit la cible d’une régulation via la phosphorylationldéphosphorylation, permettant ainsi
l’intégration d’autres signaux dans la voie de la calcineurine (68). finalement, MCIP1
pourrait diriger la calcineurine vers des domaines sous-cellulaires ou des substrats
spécifiques.
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2.5.3 Phosphatases à double spécificité
Neuf membres de la famille des DU$P ont été isolés et caractérisés dans les
cellules mammifères. Ils possèdent une structure commune comprenant un domaine
catalytique homologue à la phosphatase à double spécificité (VH-1) de vaccinia virus, et
une queue NH2-terminale non-catalytique, contenant 2 courtes régions d’homologie de
séquence avec les domaines catalytiques de la phosphatase cdc25 (38).
Les MKP font partie de cette famille (Figure 4). L’expression tissulaire, la
régulation en réponse à divers stimuli, la localisation sous-cellulaire et la spécificité de
substrat sont différentes pour chacune des MKP. Les MKP peuvent être classées
grossièrement en 2 groupes selon ces propriétés. Les phosphatases du premier groupe
sont nucléaires, encodées par des ‘immediate-early genes’ donc induites rapidement par
des facteurs de croissance ou un stress cellulaire. MKP1 et MKP2 font partie de ce
groupe. À l’inverse, les phosphatases du deuxième groupe, comme MKP3 (57,69), sont
cytosoliques et leur transcription est induite par des stimuli spécifiques prolongés et non
par des stress environnants. Les MKP purifiées sont actives de façon constitutive, ce qui
suggère que le point principal de régulation de l’activité des MKP soit au niveau de la
transcription (70). Toutefois, ceci n’élimine pas la possibilité que des modifications post
traductionnelles affectent l’activité des MKP.
MKP1 et MKP2 sont exprimées dans la plupart des tissus étudiés (coeur, cerveau,
rate, poumon, muscle squelettique, etc.), mais leurs patrons d’expression sont différents,
suggérant des rôles physiologiques variés pour les membres de la famille des MKP. Pour
de multiples raisons, MKP 1 et MKP2 sont les meilleurs candidats de I’ inactivation de
ERK dans le noyau. Tout d’abord, l’expression de ces 2 phosphatases est induite par une
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variété de signaux dont le stress cellulaire, les lipopolysaccharides, les facteurs de
croissance de l’épiderme et les cytokines (39). La voie de signalisation de ERK induit
l’expression de MKP1 et MKP2, formant ainsi une boucle de rétro-inhibition (70,71).
Ces 2 phosphatases sont nucléaires et possèdent un site d’ancrage pour ERK, participant
ainsi à la localisation nucléaire de ERK. Finalement, MKP1 et MKP2 sont des substrats
directs de ERX puisque, lorsqu’elles sont phosphorylées, elles sont moins sensibles à la
dégradation et ERI active MKP1 en liant son extrémité NH2-terminale (39).
Les études portant sur la spécificité de substrat pour les MKP sont nombreuses
mais les résultats sont parfois contradictoires, peut-être à cause des types cellulaires, des
niveaux d’expression des MKP et des MAPK, des stimuli, etc. De plus, l’activité des
phosphatases in vivo et in vitro peuvent varier. Dans la plupart des cellules étudiées et à
des niveaux d’expression physiologiques, MKP1 déphosphoiyle plus efficacement p38
MAPK (37,46,62,69,71-73). Toutefois, à des niveaux d’expression élevés, JNK et,
moins fortement, ERK peuvent être déphosphorylés par MKP 1. Il a été montré que la
surexpression de MKP1 bloque l’activation de ERK((74)), la ré-entrée dans le cycle
cellulaire (70,71), diminue l’expression de gènes foetaux suite à l’ajout d’agonistes
hypertrophiques ((75)) ainsi que l’hypertrophie ((76), (77)). Pour ce qui est de MKP2,
ERK et JNK en sont de bons substrats. Au contraire, p38 MAPK est faiblement
déphosphorylé par MKP2 (32). Finalement, dans les coeurs humains avec une DCM, les
niveau d’expression de MKP-1 et MKP-2 sont augmentés.
Pour ce qui est de la phosphatase MKP3, elle est exprimée dans plusieurs tissus
incluant le coeur, le pancréas et le cerveau. De plus, la liaison du domaine NH2-terminal
de MKP3 à ERK, et non à JNK ni à p38 MAPK, augmente jusqu’à 30 fois son activité
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phosphatase (3 8,39,57,69,78-80). De plus, la voie de ERK induit la synthèse de MKP3
(69), créant ainsi une boucle de rétro-inhibition. Finalement, l’activité phosphatase de
MKP3 est très forte envers ERK mais très faible ou nulle pour JNK et p38 MAPK.
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CHAPITRE 3. OBJECTIFS DE L’ÉTUDE
3 Objectifs de l’étude
Le modèle utilisé pour la présente étude est la souris surexprimant, sous le contrôle
du promoteur de la a-MHC, le ŒIB-AR de type sauvage. L’expression est environ 150
fois plus élevée que celle observée de façon physiologique. Une très forte expression
entraîne une activation spontanée d’un nombre de récepteurs et ce, même en absence de
ligand, résultant, entre autres, en une augmentation de la quantité de DAG dans le coeur
((1 1)). Le but du projet était de vérifier le degré d’activation de la voie de ERK, au
niveau des kinases et des phosphatases, et celui de la kinase p38 MAPK dans les coeurs
de souris transgéniques. Plusieurs études ont utilisé ce modèle et les résultats obtenus
sont décrits dans la section 1.6.2.2.
a) Comme mentionné précédemment, le aIB-AR active ERK et il a été montré que
cette MAPK est impliquée dans le développement de l’hypertrophie. Puisque la
surexpression du a18-AR actif de façon constitutive mène à une hypertrophie
cardiaque tardive et modérée, et que l’activité de ERK est augmentée, nous avons
voulu vérifier l’activité des différentes composantes de la voie de ERK et p38
MAPK en réponse à la surexpression du ŒIB-AR de type sauvage. Des
immunobuvardages de type western nous ont permis de voir le niveau de
phosphorylation donc d’activation des kinases, relativement à leur quantité totale.
b) Les MKP ont un rôle important dans la signalisation et leur niveau d’activité est
principalement régulé au niveau de l’expression. Nous avons utilisé la méthode
de reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) compétitive afin de
vérifier la quantité d’ARNm de MKP1-3.
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c) La calcineurine est impliquée dans l’hypertrophie et puisque les modèles murins
surexprimant une forme active du UIB-AR montrent des signes d’hypertrophie,
nous avons voulu vérifier si la surexpression du récepteur de type sauvage
affectait le niveau d’activité de la calcineurine. Nous avons utilisé la méthode
d’immunobuvardage de type western afin de quantifier MCIP1, donnant ainsi un
reflet direct de l’activité de la phosphatase.
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Abstract
Cardiomyocyte-specific overexpression of the wild-type a IB-adrenergic receptor (ai B
AR) produces a slowly progressing cardiomyopathy associated with clinical signs of
heart failure and premature death around middle age (Lemire et al., 2001, Cardiac
directed overexpression of wild-type a 1B-adrenergic receptor induces dilated
cardiomyopathy, Am. J. Physiol. 281: H931—H938). In the heart, aj-AR activate the
ERK MAPK cascade. The aim of this project was to determine if cardiac-specific
overexpression of the wild-type UIB-AR resuits in sustained activation of the ERK
pathway. At 3 and 9 mo ERK activity was increased in alB-AR overexpressing hearts
relative to non-transgenic animais. Similarly, phosphorylation of MEK and 90rsk were
also elevated. MAP kinase phosphatases (MKPs), which inactivate MAP kinases, are
transcriptionally regulated. MKP2 mRNA levels were reduced at 3 mo in alB-AR
overexpressing hearts. Interestingly, there was a general trend for reduced expression of
MKP-1, -2, and -3 with increased age. In addition, expression of the modulatory
calcineurin-interacting protein (MCIP) 1, an indicator of calcineurin activity, was
elevated 3-fold in ŒIB-AR overexpressing hearts at both 3 and 9 mos. These resuits
indicate that the overexpression of the wild-type alB-AR leads to chronic changes in the
activation of signalling pathways previously shown to be associated with the
hypertrophic response.
Keywords: celi communication, adrenergic receptor, signal transduction, heart, ERK,
MKP, MCIP1.
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Introduction
ai-adrenergic receptors (ai-AR) belong to the superfamily of G protein-coupled
receptors (GPCRs). Based upon pharmacological and molecular analyses, the a1-ARs
have been classified into three subtypes: cLIA-AR, aIB-AR and UID-AR (Minneman and
Esbenshade 1994; Minneman et al. 1994). In addition, spiice variants of alA-AR have
been identified. Ail 3 subtypes are present on aduit and neonatal cardiac myocytes,
differing with respect to transcriptional regulation of their expression (Rokosh et al.
1996; Wenham et al. 1997), but absent from neonatal cardiac fibroblasts (Stewart et al.
1994). In rat heart alA-AR and alB-AR are present in a ratio ofca 20 : 80 (Miche! et ai.
1994). Similarly, in the mouse heart, Œ1B-AR is the major subtype. Each a1-AR couples
predominantly to Gq, resulting in activation of phospholipase C13 (PLC) which, in tum,
hydrolyses phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) to produce the second
messengers 1 ,2-diacylglycerol (DAG) and inositol 1 ,4,5-trisphosphate (1P3) (see (fedida
et al. 1993; Zhong and Minneman 1999)). These messengers modulate protein kinase C
(PKC) activity and cytosolic calcium concentration, respectively. In cultured neonatai rat
cardiac myocytes, a1-AR agonists induce a hypertrophic response (Meideli et al. 1986;
Simpson 1983; Simpson 1985).
Hypertrophie stimuli including cardiotrophin-1 (CT-1), endothelin-1 (ET-1),
phenylephrine (PE), isoproterenol (ISO), angiotensin II (Angil), phorbol ester, and
mechanical stretch have been shown to activate the ERK mitogen-activated protein
(MAP) kinase cascade. Depletion of ERX using antisense oligonucleotides reduce PE
induced hypertrophie response in myocytes (Glennon et ai. 1996) whereas
pharmacological inhibition of MEK activation, or expression of an inactive mutant of
ERK1 fail to block ah of the phenotypic changes associated with CT-1-, ET-1-, or PE
induced hypertrophy (Aoki et al. 2000; Nemoto et ai. 1998; Post et al. 1996; Sheng et al.
1997; Thorbum et al. 1994). In contrast, transfection with a constitutively active mutant
of MEK1, resulting in ERK activation, increased ANP expression, increased ce!! size and
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sarcomeric reorganization while a dominant negative MEK1 mutant inhibits ET-l, PE,
ISO, Angil, and stretch-induced increase in ERK activity, ANP expression ccli size and
sarcomeric reorganization (Gillespie-Brown et al. 1995; Ueyama et al. 2000). Similarly,
expression of a dominant negative form of Raf-1 prevented the development of
hypertrophy in response to pressure overload resulting from transverse aortic constriction
(Harris et aI. 2004). However, ERK is also activated by non- or anti-hypertrophic agents,
suggesting that activation of the ERK cascade alone may be insufficient to produce a
hypertrophic response (Adams et al. 1998; Clerk et al. 1996; Post et al. 1996; Silberbach
et al. 1999). In aduit ventricular myocytes, inhibition of cPKC isoforms during prolonged
exposure to PE converted ERX activation from a transient into a sustained response and
evoked a hypertrophic response that was blocked by a MEK inhibitor, PD98059
($chreckenberg et al. 2004). PE-induced activation of the ERK cascade appears to be
mediated primarily by the alB-AR subtype (Wenham et al. 1997); however, the role of
the ERX cascade in cardiac myocyte hypertrophy remains controversial.
There is a lack of adequately subtype-selective a1-AR ligands and, hence,
transgenic mice play an important role in determining the specific function of the a1-AR
subtypes in regulating cardiac growth and function. Although it was previously shown in
cultured neonatal rat ventricular myocytes that the hypertrophic effects of PE are
mediated by ŒIA-AR (Knowlton et al. 1993), an activated mutant of the aIB-AR induces
hypertrophy within 10 weeks when expressed in myocytes under control of the a-myosin
heavy chain (aMyHC) promoter (Milano et al. 1994) whereas hypertrophic effects of
chronic noradrenalin or sub-pressor PE infusion are absent in a13-AR—deficient mice
(Vecchione et al. 2002). Tissue-specific overexpression ofthe wild type hamster alB-AR,
under control of an isogenic promoter, also increases heart size (Zuscik et ai. 2001). In
male mice, an ŒIA-AR andalB-AR double knock-out (aIAB-ARKO) resuits in load
independent reduction in both heart and myocyte size, suggesting both alA-AR and alB
AR are required for normal cardiac growth (O’Connell et aI. 2003). In aIAB-ARKO
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myocytes, PE, a non-subtype-selective ai-agonist, no longer activates ERK whereas this
pathway is stili responsive to phorbol ester and ET-1. Furthermore, basal ERK activity in
aIAB-ARKO hearts is reduced to 29% ofthat in wild type hearts (O’Connell et al. 2003).
aMyHC-directed overexpression of the wild-type UIB-AR produces a late-onset
hypertrophy similar to humans (Lemire et al. 2001). The purpose ofthe present work was
to examine the ERK pathway at 3 and 9 mos to determine if chronic changes in the
activation of this pathway are associated with overexpression of wild type aIB-AR and
the cardiomyopathy caused by wild type a13-AR overexpression. The activity of MEK,
ERJ( and 90rsk components within the ERK MAPK pathway, was elevated at 9 months.
MAP kinase phosphatase (MKP) 1, 2, and 3 mRNA levels were changed in a transgene
and/or age-dependant manner. furthermore, expression of the modulatory calcineurin
interacting protein (MCIP) 1, an indicator of calcineurin activity, was increased in aIB
AR overexpressing hearts at both 3 and 9 months. Hence, cardiac-specific overexpression
of the wild type alB-AR resulted in chronic, sustained changes in signalling within the
ventricular myocardium
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Materials and Methods
Materials. Membrane-grade (reduced) Triton X-100, leupeptin, and PMSF were from
Roche Molecular Biochemicals. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis reagents (SDS
PAGE), nitrocellulose, and Bradford protein assay reagents were from Bio-Rad
Laboratories. Microcystin LR was from Calbiochem. cAMP-dependant protein kinase
inhibitor peptide (PKI, amino acid sequence TTYADFIASGRTGRRNAIHD) was from
the University of Caigary Peptide Synthesis Core Faciiity. Antisera for ERK1 (sc-93),
ERK2 (se-154), 90RSK (se-231) and p38 MAP kinase (sc-535) were from Santa Cruz
Biotechnoiogy Inc. Antisera for phospho-ERKY/2 (9101), phosphop90RsK (9344), MEK
(9122), phospho-MEK (9121) and phospho-p38 (9211) were from Ccli Signalling
Technoiogy. Antisera to MCIP1 was prepared as described previously (Bush et al. 2004).
HRP-conjugated secondary antibodies were from Jackson Laboratories. Ail other
reagents were of analytical grade or best grade available. NanoPure-grade water was used
throughout these studies.
Transgenic mice. These studies employed a une of transgenic mice engineered to express
the wild-type alB-adrenergic receptor under the control of the a-myosin heavy chain
promoter. The production and initiai characterization of the transgenic mouse une have
been described previousiy (Chalothom et ai. 2002; Lemire et al. 1998; Lemire et al.
2001). Transgenic animais were genotyped by performing PCR on ear-punch biopsies
using specific primers, as described previously (Lemire et ai. 199$).
Preparation of total heart lysate. 10-14 and 34-40 week-oid transgenic mice or their non
transgenic iittermates were sacrificed by cervical dislocation and ventricular tissue was
removed, rinsed in cold PBS and homogenized using a Poiytron at 10,000 rpm (3 x 15-s
burst) in 500 d of ice-cold iysis buffer containing 25 mM Tris-HC1 pH 7.4, 20 mM 3-
glycerophosphate, 20 mM NaF, 2 mM EDTA, 5 mM EGTA, 1 mM Na3VO4, 10 mM
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benzamidine, 0.5 mM PMSF, 10 1g/ml leupeptin, 5 mM DTT, and 1 iM microcystin LR.
Homogenates were adjusted to 2% (vlv) with Triton X-100, rehomogenized by 20 passes
using a 2.0 mL Potter-Elvehjem tissue grinder, and centrifuged for 30 minutes at 100,000
xg and 4°C. Ail sampies were aliquoted, frozen using liquid nitrogen, and stored at -
80°C.
Electrophoresis and immunoblotting. Lysates (20-100 fig) were diiuted in SDS-PAGE
sampie buffer (final concentration: 300 nM sucrose, 2.5 % SDS, 0.5 M f3-
mercaptoethanol, lmM EGTA, 50 mM Tris-HC1 pH 6.8, 0.008% bromophenol blue),
heated at 95°C for 5 minutes, and resolved on 7.5 % (RSK), 4-20% gradient (MCIP), or
10% (MEK, ERK, p38 MAPK) SDS-PAGE gels. Proteins were transferred (90 minutes
at 70 V (100 V for p90-RSK), 4°C) onto nitrocellulose membranes in a buffer containing
25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% methanol and 0.1% SDS. Membranes were blocked
with 5% skimmed milk in TBS containing 0.1% Tween-20 (TBST) for 2 hours at room
temperature, incubated ovemight in a 5% BSAITBST containing the indicated primary
antibodies, washed (3 times, 7 mm) with TBST, then incubated for 2 hours at room
temperature with HRP-conjugated secondary antibody diiuted in 5% skimmed
miik/TBST. Membranes were re-washed as above. Immunoreactive bands were reveaied
by enhanced chemiluminescence (ECL, PerkinElmer Life Sciences, mc) using BML or
BMR film. Films were digitized using a flat-bed scanner, immunoreactive bands
quantified with Quantity One Software (Version 4.5 for Mac, BioRad Laboratories), and
results expressed relative immunoreactivity (pixel density (PD) x mm2 x 102).
Competitive RT-FCR (Potymerase Chain Reaction with Reverse Transcriptase).
Competitive reverse transcription-polymerase chain reactions (RT-PCR), conducted to
quantify MKP- 1, -2, and-3 mRNA, was performed as described previously (Wang et al.
1998). 10-14 and 34-40 week old transgenic mice or their non-transgenïc littermates were
sacrificed by cervical dislocation and ventricular tissues removed, trimmed and were
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rinsed in PBS. Total cellular RNA was isolated in Tri reagent (Sigma) as described
elsewhere (Grupp et al. 1998). To produce RNA mimics, for use as internai standards,
total RNA was similarly isolated from rabbit ventricles, first-strand cDNA was reverse
transcribed from rabbit ventricular total RNA, and used as a template for PCR
amplification using chimeric primer pairs for MKP1 (sense
GGCCGCGGCGAGGCTATTGACTTCATAGACTCCACCGGGAGAAAATGACCCAG, antisense:
TTCAGCAGAGCAGTGAGGGGCGATGAAGGAGGGCTGGAAC), MKP2 (sense
GGCCGCGGCCCAGCACCAATGAGTCCTTGACCGGGAGAAAATGACCCAG, antisense
CGATGTACTCGATGGCTTCCAGATGAAGGAGGGCTGGAAC), and MKP3 (sense
GGCCGCGGGGCAAAAACTGTGGTGTCCTGGTGACCGGGAGAAAATGACCCAG, antisense
:CCTGGTAGACGTTCTGGTTGGAGGGGATGAAGGAGGGCTGGAAC). The resulting products
consist of fragments of rabbit cardiac a-actin flanked by a MKP gene-specific primer
sense sequence at the 5’ end and an antisense sequence at the 3’ end. A second series of
PCR reactions were performed with the T7 promoter sequence
(AGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGCCGCGG) as a forward primer and reverse MKP
gene-specific primers (MKP1: TTCAGCAGAGCAGTGAGGGGC, MKP2:
CGATGTACTCGATGGCTTCCA, MKP3: CCTGGTAGACGTTCTGGTTGGAGGG). The resulting
products were cDNA fragments with a T7 promoter followed by a forward MKP gene
specific primer, a rabbit cardiac a-actin fragment and then a reverse MKP gene-specific
primer. The products were purified. RNA internai standards (mimics) were generated by
in-vitro transcription with purified cDNA mimics as templates (mMESSAGE
mMACHINE kit, Ambion). The remaining cDNA tempiates were digested using RNAse
free DNase I (37°C, 30 minutes) and the RNA mimics recovered by phenol/chloroform
extraction and isopropanol precipitation. For reverse transcription, a series of serial 10-
foid dilutions (e.g., 20 ng/mi, 2 ng/mi, 200 pg/ml, 20 pg/ml and 2 pg/ml) of the RNA
mimic were prepared and combined with 1 ig of sample RNA. RNAs were denatured at
65°C for 5 minutes. RT was conducted in a 20 i reaction mixture containing 50 mM
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Tris-HC1 (pH 8.3), 75 mM KC1, 3 mM MgC12, 10 mM DTT, 2 ig of random pd(N)6
primer, 40 units of recombinant ribonuclease inhibitor (Invitrogen), and 200 units of M-
MLV reverse transcriptase (Invitrogen). First-strand cDNAs were synthesized at 37°C for
50 minutes and the enzyme was inactivated by heating at 70°C for 15 minutes. For PCR
amplification, first-strand cDNA (5 t1) was used as an amplification template in a 50-pJ
reaction mixtures that included 20 mM Tris-HC1 (pH 8.4), 50 mM KCY, 1.5 mM MgC12,
0.2 mM of each dNTP, 0.4 mM of each primer, and 2.5 units of Taq DNA polymerase
(Invitrogen). Reactions were started with an initial meit at 94°C for 3 minutes. The
cycling profiles were 45 seconds of denaturing at 94°C, 30 seconds of annealing (55°C,
56°C, and 57°C, for MKP-1, -2 and -3 respectively), 90 seconds ofelongation at 72°C for
35 cycles, followed by a final elongation step of 10 minutes at 72°C. The PCR products
were resolved on 2% agarose gels containing 0.002% ethidium bromide, visualized, and
bands quantified using Quantity One software (BioRad Laboratories). The mass of each
amplified mimic and MKP mRNA fragment DNA was calculated from their fluorescence
intensity using the DNA mass ladder to generate a standard curve of mass vs.
fluorescence using a non-linear curve-fitting program (Prism 4.Ob for Mac OSX,
GraphPad Software) and extrapolating to zero.
Miscellaneous Methods. Protein concentrations were determined by the method of
Bradford (Bradford 1976) using bovine serum albumin as standard. Statistical analyses
were performed using the program Prism (version 4.Ob for Mac OSX, GraphPad
Software).
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Resuits
Activation of the ERK MAFK pathway in the ventricular myocardiurn by targeted over
expression of a13-AR. Previous studies of mice overexpressing the wild-type Œ1B-AR
under control of the a-myosin heavy chain promoter demonstrated that at 3 months the
hearts are of normal size whereas at 9 months these animais display a dilated
cardiomyopathic phenotype (Lemire et al. 2001). As alB-AR agonists are known to
activate the ERX MAP kinase cascade, and this signaliing pathway has been implicated
in the hypertrophic response, we sought to determine if over-expression of wild-type
a1BARs, which resuits in chronic activation of this signalling pathway, alters the activity
of components of the ERK pathway. Both the phosphorylation and expression of ERK1
and ERK2 were examined by Western biot using anti-phospho-ERK and anti-total-ERK
antibodies at 3 and 9 months in the ventricular myocardium of a1BAR overexpressing
mice (Tg3, Tg9) and their non-transgenic (nTg3, nTg9) littermates. As shown in figure
Ï, ERK1 and ERK2 phosphorylation was elevated in cL1BAR overexpressing hearts, at
both 3 and 9 months, compared with non-transgenic hearts (fig. ÏA,B). Interestingiy,
ERKY phosphorylation was also significantly elevated at 9 mos, relative to 3 mos, in the
transgenic hearts. In contrast, the expression levels of ERK1 and ERK2 were flot
significantly altered by either overexpression of aIBARs or age (fig. 1C,D). ERK1/2 are
phosphorylated, and thus become activated, by upstream protein kinases, MEK1/2.
Hence, we next determined if MEK1/2 were activated in response to a IBAR
overexpression. As shown in figure 2A, although increased, there was no significant
change in MEK1/2 activation in the transgenic hearts at 3 months whereas in the Tg at 9
months, phosphorylation was significantly increased. Total MEK expression was
unaffected (f ig. 2B). Finally, the phosphorylation level of p90 ribosomal S6 kinase
(p90rsk) a downstream protein kinase that is phosphorylated by activated ERK1/2, was
assessed. Phosphorylation 0f90rsk was increased in the cLIBAR overexpressing hearts at
both 3 and 9 months (f ig. 3). In addition, as with ERKÏ, there was an age-dependent
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increase in p90rsk phosphorylation. Therefore, myocyte-selective overexpression of the
wild-type Œ1B-AR resulted in chronic activation ofthe ERK MAPK pathway.
MKPs expression levels are altered with age andior over-express ion of a1-AR. MAP
kinases are activated by phosphorylation and inactivated by dephosphorylation.
Phosphoprotein phosphatases that dephosphorylate MAP kinases include the MAP kinase
phosphatases (MKPs) and the activity of the MKPs is regulated primarily at the level of
transcription. We initially attempted to compare the protein levels of MKP1, MKP2 and
MKP3 in ventricular myocardium of non-transgenic and aIB-AR overexpressing hearts
by immunoblotting; however, the existing commercially available antisera lacked
sufficient specificity to provide useful data. Therefore, we quantified MKP1, MKP2 and
MKP3 expression at the mRNA level using competitive RT-PCR. Although there was a
trend for MKP1 expression to increase in ŒIB-AR overexpressing hearts, this did not
reach significance: however, the mRNA levels for MKP1 decreased significantly with
age in both in transgenic and control hearts (Fig. 4A). ERK is flot an ideal substrate for
MKP1 but under certain conditions, it can be dephosphorylated. This phosphatase shows
greater specificity towards p38 MAPKs. ERK and JNK are good substrates for MKP2
and the mRNA level of this phosphatase was decreased in Œ1B-AR overexpressing hearts
and in both control and transgenic hearts at 9 months in comparison with the levels in the
3 month control ventricle (Fig. 4B). However, at 9 mos MKP2 mRNA levels did flot
differ significantly between control and a18-AR overexpressing hearts. Finally, the
expression of MKP3, an MKP activity that is specific for ERK, was examined.
Ventricular expression of MKP3 was unaffected at 3 or 9 mos by alB-AR overexpression
(Fig. 4C) whereas MKP3 mRNA was decreased at 9 months relative to 3 months,
suggesting an age-dependant regulation. aIB-AR overexpressing hearts showed a trend
towards reduced MPK3 expression that did flot reacli significance.
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MCIF 1 expression level is increased by aIB-AR over-expression. Calcineurin, a Ca2-
and calmodulin-dependent serine/threonine protein phosphatase, is thought to play an
important role in transducing signais arising from hypertrophic stimuli (see (Oison and
Williams 2000a; Oison and Williams 2000b)). Furthermore, treatment of cardiac
myocytes with cyclosporin A, an inhibitor of calcineurin activity, prevents hypertrophy in
response to PE (Moikentin et al. 1998). As overexpression of alB-AR Ieads to
hypertrophy (Lemire et al. 2001), chronic activation of ŒIB-AR signaiiing through
overexpression may resuit in increased caicineurin activity. Moduiatory calcineurin
interacting proteins (MCIPs) bind to and inhibit calcineurin (Rothermel et al. 2000), and
calcineurin both activated MCIF1 transcription and stabilized the MCIP1 protein (see
(Rothermel et ai. 2003)). Hence, to determine if calcineurin activity was increased in Œ1B-
AR overexpressing hearts MCIP-1 ieveis were assess by Western blot. As shown in
figure 5, alB-AR overexpressing hearts contained 3-fold higher amounts of MCIP-1 at
both 3 and 9 mos, indicating chronic elevated levels of calcineurin activity.
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Discussion
Overexpression of constitutiveiy active a18-AR under the control of a-MHC
promoter, which provides for cardiac-specific expression of the transgene, leads to mild
cardiac hypertrophy characterized by increases in heart-to-body weight, myocyte cross
sectional area, and ANF expression within 10 weeks (Milano et al. 1994). On the other
hand, overexpression ofwild-type aIB-AR under the control of a-MHC promoter induces
a late-onset dilated cardiomyopathy (Lemire et al. 2001). PE activates the ERK MAP
kinase cascade and chronic exposure to PE promotes hypertrophy. As PE -induced
activation of the ERK cascade appears to be mediated primarily by the alB-AR subtype
(Wenham et al. 1997) the present study was to determine if chronic aIB-AR stimulation
resulted in sustained activation of the ERK MAP kinase pathway. Phosphorylation of
MEK, ERK, and p90t were increased in aIB-AR overexpressing hearts. MEK
phosphorylation was significantly elevated at 9 mo (fig. 2), whereas ERX (fig. 1) and
90rsk (fig. 3) phosphorylation was elevated at 3 and 9 mo. Thus, the ERK pathway was
activated in a sustained manner and remained activated at 9 months. As these animais
display a progressive decrease of LV function, chamber dilatation and genetic
reprogramming, resembiing features of idiopathic dilated cardiomyopathy (DCM) in
human, die prematureiy at middie age (— 9 months) with signs of heart failure (Lemire et
al. 2001). Thus, proionged activation of the ERK cascade may play a role in mediating
the hypertrophic response.
The ERK pathway regulates the activity of severai transcription factors and hence
induce the expression of various genes including those encoding the MKPs. MKPs are
dual-specificity phosphatases that dephosphorylate the critical threonine and tyrosine
residues of MAPKs, resuiting in their inactivation (Neel and Tonks 1997). As MKPs are
activated by the presence of substrate, regulation is at the level of transcription. To
determine if Œ1B-AR overexpression and ERK activation were accompanied by a
compensatory increase in MKP expression, MKP- 1, -2, and -3 mRNAs were quantified
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in the ventricular myocardium. MKP1 mRNA content was reduced at 9 months, both in
a18-AR overexpressing and nontransgenic hearts, suggesting an age-dependant rather
than a transgene-mediated effect. MKPÏ, which blocks the hypertrophic response induced
by ET-1, PE or phorbol ester (Fuller et al. 1997), preferentially dephosphorylates p38 and
JNK over ERK. However, MKP1 may also dephosphorylate ERK under certain
circumstances (Camps et al. 2000; Keyse 2000; $teinmetz et al. 2004). MKP2 shows
similar specificity towards JNK, p38, and ERK. At 3 mo, alB-AR overexpressing hearts
contained less MKP2 mRNA with respect to nontransgenic hearts. MKP2 mRNA was
also reduced in non-transgenic, but not transgenic, hearts at 9 mo. The decreased
expression of MKP2 in transgenic hearts at 3 months was consistent with the increased
ERK phosphorylation detected at this age; however, at 9 months both ERK
phosphorylation and MKP2 mRNA were increased. These data suggest that MKP2 may
not have a significant role in the development of the cardiomyopathy and/or that other
pathways may be more important. Finally, MKP3 preferentially binds to and regulates
ERK (Farooq and Zhou 2004). MKP3 mRNA content was down regulated at 9 months,
both in transgenic and control hearts, more suggestive of an age-dependant down
regulation. In each case, MKP expression appeared to be reduced with age whereas ERK
phosphorylation was unchanged. This lack of change was not accompanied by a
compensatory reduction in MEK phosphorylation; hence, there may be an age-dependent
shift in the phosphatase activities responsible for regulating ERK activity. Increases in
ERK phosphorylation were equivalent to increased ERK activity, as phosphorylation of
the downstream kinase p9O was generally consistent with changes in ERK
phosphorylation. In contrast, in human striated muscle biopsies, MKP1 protein levels
increased with age, as did phosphorylation of ERK and 90rsk and whereas exercise
increased ERK phosphorylation in young subjects, phosphorylation was reduced in
elderly subjects in response to exercise (Williamson et aI. 2003). Hence, the regulation,
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and possibly the function, of the ERK cascade may undergo significant changes during
aging.
Activation of the Ca2- and calmodulin-dependent serine/threonine phosphatase
calcineurin bas been implicated in pathological (Moikentin et al. 1998; Moikentin 2004;
Oison and Williams 2000a), and possibly normal developmental and exercise-induced
(De Windt et al. 2001; Rothermel et al. 2001), hypertrophy. The role ofthe calcineurin
pathway in hypertrophy bas been controversial. Cyclosporin A inhibits calcineurin
activity and blocks hypertrophy secondary to transgenic overexpression of activated
calsequestrin (Molkentin et al. 1998); however, occasionally patients on chronic
immunosuppressive therapy with cyclosporin A develop hypertrophy secondary renal
toxicity and hypertension (Lipkin et al. 1993). When activated, calcineurin
dephosphorylates members of the nuclear factor of activated T-cell (Nf-AT) family of
transcription factors in the cytosol, permitting them to transiocate to the nucleus. One in
the nucleus, NF-AT up regulates the expression of various target genes, including the
MCIFJ gene (Yang et al. 2000), and transgenic mice with cardiac-directed
overexpression of activated NF-AT3 also develop hypertrophy (Moikentin et al. 1998).
MCIP1 binds to and inhibits the catalytic domain of calcineurin (Rothermel et al. 2000).
In addition, when bound to activated calcineurin, the half-life of MCIP 1 is prolonged
(Rothermel et al. 2003). Hence, MCIPI and calcineurin are involved in a complicated
negative feedback loop and MCIP1 expression reflects directly the phosphatase activity
of calcineurin. In addition, ERK activity is associated with increased calcineurinfNf-AF
signalling (see (Moikentin 2004)). Since mice overexpressing alB-AR develop mild
hypertrophy, calcineurin activation may be involved. In aIB-AR overexpressing hearts
MCIP1 expression was increased both at 3 and 9 months, suggesting that calcineurin
activity was increased. However, although MCIP1 was similarly elevated at 3 and 9 mo,
mice overexpressing the wild type a IB-AR developed a late-onset dilated
cardiomyopathy. One possible explanation for this is that increased MCIPY expression
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delayed the onset and progression of hypertrophy in wild type alB-AR overexpressing
hearts as MCIPY overexpression prevents or reduces hypertrophy resulting from diverse
hypertrophic stimuli (Rothermel et al. 2001; van Rooij et al. 2004; Vega et al. 2003).
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Legends
Figure 1: ERK1/2 phosphorylation is ïncreased in a;-AR overexpressing hearts.
Hearts from transgenic mice (1g) and age-matched non-transgenic littermates (nTg) were
homogenized in lysis buffer and 75 ig ofthe lysates were loaded on 10% $D$-PAGE
gels. After electrophoretic transfer, the samples were probed with an anti-phospho
ERK1/2 (A, B). Filters were subsequently stripped and reprobed with antisera to total
ERK1 and ERK2 (C, D). Films were digitized using a flat-bed scanner, immunoreactive
bands quantified with Quantity One Software (Version 4.5 for Mac OSX, BioRad
Laboratories), and resuits expressed as relative immunoreactivity (pixel density x mm2 x
102). The results shown are mean ± S.E. of 6 transgenic and 5-6 non-transgenic hearts at
3 months (nTg 3, 1g 3) and 9 months (nTg 9, Tg 9). *p < 0.05 vs. nTg 3; <0.05 vs.
Tg 3; p < 0.05 vs. nlg 9 (Student’s t test).
Figure 2: MEKJ/2 phosphorylation is increased in a1-AR overexpressing hearts.
Hearts from transgenic mice (1g) and age-matched non-transgenic littermates (nlg) were
homogenized in lysis buffer and 75 ig ofthe lysates were loaded on 10% SDS-PAGE
gels. After electrophoretic transfer, the samples were probed with an anti-phospho
MEK1/2 antibody (A). Filters were subsequently stripped and reprobed with antisera to
total MEK (B). Films were digitized using a flat-bed scanner, immunoreactive bands
quantified with Quantity One Software (Version 4.5 for Mac, BioRad Laboratories), and
resuits expressed as relative immunoreactivity (pixel density x mm2 x 102). Results
shown are mean ± S.E. of 6 transgenic (1g) and 5-6 non-transgenic (nlg) hearts at 3 (nlg
3, 1g 3) and 9 months (nlg 9, 1g 9). p <0.05 vs. nlg 9 (Student’s t test).
Figure 3: 90rsk phosphorylation is increased in ŒIB-AR overexpressing hearts.
Hearts from transgenic mice (1g) and age-matched non-transgenic littermates (nlg) were
homogenized in lysis buffer and 75 ig ofthe lysates were loaded on 7.5% $DS-PAGE
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gels. Afier electrophoretic transfer, the samples were probed with an antiphosphop90tsk
antibody. Films were digitized using a flat-bed scanner, immunoreactive bands quantified
with Quantity One Software (Version 4.5 for Mac, BioRad Laboratories), and resuits
expressed relative as immunoreactivity (pixel density x mm2 x 102). Results shown are
mean ± S.E. of 6 transgenic and 5-6 non-transgenic hearts at 3 months (nTg 3, Tg 3) and
9 months (nTg 9, Tg 9). *p <0.05 vs. nTg 3; Cp <0.05 vs. 1g 3; p < 0.05 vs. nTg 9
(Student’s t test).
figure 4: Expression of MKP-1, -2 and -3 are altered with age and/or overexpression
of the aiR-AR. Total RNA was isolated from the ventricular myocardium of 3 and 9 mo
transgenic mice (1g) and age-matched non-transgenic littermates (nlg). MKP -1, -2 and -
3 mRNAs were quantified by competitive RT-PCR as described under “Method&. The
products of RT-PCR were separated on 2% agarose gels, quantified under 13V light using
ethidium bromide staining and a NightHawk imaging system, and analyzed using
Quantity One software (BioRad Laboratories). The amount of MKP-1 (A), -2 (B), and -3
(C) mRNA is expressed as amo1/ig total RNA. Data represents the mean ± S.E. of 3
separate experiments employing 3 separate hearts. p < 0.05 vs. nlg 3; < 0.05 vs.
1g3.
Figure 5: Expression of MCIP is increased in ŒJB-AR overexpressing hearts. Hearts
from transgenic mice (1g) and age-matched non-transgenic littermates (nlg) were
homogenized in lysis buffer and 20 ig of the lysate were loaded on 4-20% acrylamide
gradient SDS-PAGE mini-gels (Invitrogen). After electrophoretic transfer, the samples
were probed with an anti-MCIP antibody. Immunoreactive hands were digitized,
quantified and normalized to 1P90/calnexin immunoreactivity. Results shown are mean ±
S.E. of 4 transgenic and 4 non-transgenic hearts at 3 months (nlg 3, 1g 3) and 9 months
(nlg 9, 1g 9). *p < 0.05 vs. nlg 3; p <0.05 vs. nlg 9 (Student’s t test).
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CHAPITRE 5. DISCUSSION GÉNÉRALE
5 Le a-AR dans le coeur
5.1 Signalisation induite par le a-AR dans le coeur
Les a1-AR ont des râles importants dans la physiologie normale et dans plusieurs
pathologies, notamment dans l’hypertrophie et la défaillance cardiaques. La distribution,
les propriétés de liaison, les voies de signalisation et les mécanismes de régulation pour
les différents sous-types de a1-AR constituent des cibles intéressantes lors de
l’établissement d’une thérapie pharmacologique spécifique.
Tel que mentionné précédemment, la stimulation chronique des récepteurs ai
adrénergiques couplés à Gq mène souvent à un phénotype hypertrophique des
cardiomyocytes, caractérisé par une augmentation de la synthèse protéique, une ré
organisation des myofibres et une ré-expression de gènes foetaux. Les voies de
signalisation proposées sont complexes et impliqueraient, entre autres, l’activation des
kinases ERK, PI3K, PKC, la petite protéine G Ras et la phosphatase calcineurine
(14,17,18,20,26,60). Par exemple, dans les myocytes ventriculaires de rat adulte
(ARVM), la stimulation des récepteurs a1-adrénergiques active ERK, MEK, Ras et Raf,
ainsi que la synthèse protéique, mais les voies p38 MAPK et JNK ne sont pas activées
(1$). De plus, McWhinney et al. (26) ont montré l’activation de ERK in vitro, via la
stimulation du aIB-AR.
Le modèle murin utilisé dans cette étude surexprimait le récepteur Œ1B-
adrénergique de type sauvage dans le coeur. Grâce à une densité de récepteurs environ
150 fois celle physiologique, une signalisation en aval du récepteur est obtenue puisqu’un
faible pourcentage de récepteurs s’active spontanément, permettant ainsi la signalisation
même en absence d’agoniste. Nous avons voulu vérifier l’activité des voies de ERK et de
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p38 MAPK in vivo. Des immunobuvardages de type western nous ont permis de mesurer
le niveau d’activation de ces voies. De plus, comme l’activité des phosphatases est
importante pour la régulation de l’activité des kinases, nous avons quantifié l’expression
de 3 phosphatases de MAPK, MKP1-3, et de MCIPI, une protéine inhibitrice de La
calcineurine, une phosphatase à $er/Thr.
Tel que décrit dans l’article qui constitue le chapitre 4 de ce mémoire, nous avons
observé que la voie de ERX était plus activée chez les souris transgéniques de 9 mois, au
niveau de MEK, ERK et p9O’”, comparativement aux nTg de 3 mois. Toutefois, à 3
mois, seul ERK était activé chez les souris transgéniques. De plus, des essais kinase nous
ont permis de suggérer que l’activité kinase de Raf-1 tendait à être augmentée chez les 1g
de 3 et 9 mois, mais le changement n’était pas significatif (résultats non montrés), peut-
être parce qu’il y a amplification du signal plus en aval. Pour ce qui est de la kinase p38
MAPK, son activité était augmentée à 9 mois chez les Tg et les nTg, comparativement à
celle observée chez les nTg de 3 mois. De plus, à 9 mois, son niveau de phosphorylation
était diminué chez les Tg comparativement aux nTg. Les résultats pour p32 MAPK n’ont
pas été publiés et sont présentés dans la section 5.3.3 de ce mémoire.
Puisque l’activité des phosphatases est régulée principalement au niveau de
l’expression, nous avons quantifié les ARNm de MKP1, MKP2 et MKP3, 3 phosphatases
à double-spécificité pour les MAPK. Nous avons observé que l’expression de MKP1 et 3
étaient diminuées chez les souris 1g et nTg de 9 mois. L’expression de MKP2 était
diminuée chez les Tg de 3 mois et les nTg de 9 mois. Finalement, nous avons vérifié
l’expression de MCIPÏ, une protéine inhibitrice de la calcineurine. Le niveau
d’expression de MCIP1 donne une indication directe du niveau d’activation de la
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calcineurine, une phosphatase impliquée dans l’hypertrophie cardiaque. Des
immunobuvardages de type western nous ont permis de voir que, chez les Tg de 3 et 9
mois, l’expression de MCIPÏ était augmentée comparativement aux nTg. Ceci suggère
que la calcineurine était plus activée chez les transgéniques. Cependant, puisqu’une
faible expression de MCIP1 stabilise la calcineurine mais qu’une forte expression est
inhibitrice, nous ne pouvons conclure si la calcineurine était inhibée ou stabilisée par
MCIP1. Ces résultats suggèrent que la calcineurine et la voie de ERX étaient peut-être
impliquées dans le développement de la cardiomyopathie, contrairement à la voie de p38
MAPK.
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Changement dépendant du transgène Changement dépendant de l’âge
(à âge comparable) (à transgène comparable)
À 3 mois À 9 mois À 3 mois À 9 mois
t phosphoiylation t phosphorylation t phosphorylation
ERK chez les Tg ERK chez les 1g ERK chez les Tg
t phosphoiylation t phosphoiylation t phosphorylation
90RSK chez les Tg MEK chez les Tg 90R5K chez les nTg
expression de MKP2 t phosphorylation t phosphorylation
chez les Tg 90RSK chez les Tg
90RSK chez les 1g
t expression de t expression de expression de MKP1
MCIP1 chez les 1g MCLPÏ chez les 1g chez les 1g
t phosphorylation p38 expression de MKP1
MAPK chez les Tg chez les nTg
expression de MKP2
chez les nTg
expression de MKP3
chez les nlg
t expression de
MCIP1 chez les Tg
t phosphorylation p38
MAPK chez les nTg
Tableau 2 Changements dépendants du transgène et/ou de l’âge observés dans la
présente étude.
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Chez les souris transgéniques de 3 mois, ERK et la calcineurine sont activés. Une
activation de ces 2 protéines est un signe d’hypertrophie cardiaque. Cependant, le seul
signe d’hypertrophie observé est l’augmentation de l’ANF. Cependant, chez les souris
transgéniques de 9 mois (sans défaillance cardiaque), des signes de dilatation et de
défaillance cardiaques sont observés. Quel est le point de transition entre ces deux états,
y a-t-il des changements observés dans le coeur sain vieillissant? D’une manière
générale, une diminution du nombre de cardiomyocytes est observée avec l’âge ($1). De
plus, la quantité de noradrénaline sanguine chez les humains âgés est supérieure à celle
observée chez les jeunes (82,83). Ceci est peut-être causé par la plus forte activité
sympathique avec l’âge (83).
De plus, d’autres études ont montré une augmentation de la protéine Gi dans le coeur de
rat sain vieillissant (10,84,85), mais une diminution de la protéine Gs (10). Il a aussi été
montré que la protéine Gi augmente dans le coeur défaillant et dans le coeur hypertrophié
($6-89). Il a aussi été observé qu’il y a une diminution de la densité des récepteurs (3-AR
cardiaques et de leur réponse dans le coeur vieillissant, autant chez l’humain (10,90) que
chez les rongeurs (90). Au niveau moléculaire, il y a diminution de l’activité de l’AC
(10,85,90); au niveau du coeur entier, il y a diminution de la fréquence cardiaque et de la
fraction d’éjection (90). Finalement, il a été montré qu’il y a diminution du nombre total
de a1-AR dans le coeur de rat vieillissant (91,92). Les sous-types alA-AR et alB-AR sont
les plus abondants dans le myocarde de rat sain. Chez le rat vieillissant, il y a une petite
augmentation de leur densité et une petite diminution de celle des alD-AR. Cependant,
ces différences ne sont pas significatives (93). Il a aussi été démontré que dans le coeur
humain défaillant, il y a augmentation de la quantité de a1-AR ($3).
7$
Dans le présent chapitre, nous allons faire un retour critique sur les résultats que nous
avons obtenus. Nous allons aussi tenter d’établir un lien entre nos données et celles de la
littérature concernant le développement de la défaillance cardiaque de ces souris.
5.2 Surexpressfon du a13-AR actif, de Gq et de Ras, et l’hypertrophie cardiaque
Plusieurs études ont utilisé un modèle de souris transgénique surexprimant le
récepteur aIB-adrénergique actif de façon constitutive afin d’identifier la signalisation
intracellulaire en aval de ce récepteur. Milano et al. (23) ont montré que, in vivo, la PLC
est activée et une hypertrophie cardiaque est observée : il y a une augmentation du ratio
poids du coeur/poids du corps, de l’aire transversale des myocytes et de l’expression de
l’ANf. Zuscik et al. (24) ont montré une augmentation du ratio poids du cœur/poids du
corps, indiqué par une augmentation de l’épaisseur de la paroi postérieure et du septum.
Cependant, aucune augmentation de l’expression de l’ANF n’a été détectée, suggérant
que la progression de l’hypertrophie cardiaque ne soit pas toujours associée à
l’augmentation de l’expression de l’ANF et/ou de gènes foetaux (13,18,24). De plus, les
mutations activatrices du récepteur ne sont pas les mêmes, ce qui pourrait affecter le
niveau d’activité du récepteur, la signalisation activée par la liaison à différentes
protéines G, etc.
Hunter et al. (94) ont montré que la surexpression de Ras entraîne une
augmentation de la masse du ventricule gauche et de l’expression de l’ANF. De plus, un
désalignement des myofibres et une perte de fonction diastolique sont observés. Ainsi, la
surexpression de Ras est suffisante pour induire l’hypertrophie et la défaillance
cardiaques. Il a aussi été montré que la surexpression de Gq dans le coeur de souris
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entraîne une hypertrophie cardiaque définie par l’expression de gènes foetaux (ANF, f3-
MHC, a-actine squelettique), une augmentation du ratio poids du coeur/poids du corps et
de la taille des myocytes (95). De plus, cette hypertrophie compromet sévèrement la
fonction systolique cardiaque. Une forte expression de Gq résulte en une
cardiomyopathie dilatée suivie d’une défaillance cardiaque. Toutefois, la voie de ERK
n’est pas activée dans ce modèle murin. Un point intéressant à noter est que les niveaux
d’expression de Ras et de Gq affectent le phénotype observé: une expression seuil est
nécessaire (96,97). Cet effet seuil est peut-être atteint par l’activité constitutive du aIB
AR surexprimé, entraînant ainsi une hypertrophie cardiaque.
5.3 Surexpression du a-AR de type sauvage dans le coeur
La surexpression du ŒIB-AR de type sauvage est un modèle d’étude plus
physiologique : le récepteur n’étant pas muté, sa conformation tridimensionnelle ne peut
pas être affectée. Ce modèle permet une signalisation grâce à une activation spontanée
d’une partie des récepteurs. Toutefois, il a été suggéré que le alB-AR interagirait plus
avec Gi que chez les souris normales (11), où il est couplé de façon prédominante à Gq,
ce qui pourrait activer des voies moins physiologiques. Piascik et al. (9$) et Akhter et al.
(11) ont montré que la surexpression du aja-AR de type sauvage entraîne une
augmentation de la quantité de DAG et d’ANF, sans changements morphologiques
habituellement reliés à l’hypertrophie. Grupp et al. (28) ont montré que la surexpressïon
de ŒIB-AR entraîne une réduction du niveau de contractilité basal et de la performance du
ventricule gauche. De plus, aucune hypertrophie n’est observée, i.e. le ratio poids du
coeur/poids du corps n’est pas augmenté, les marqueurs moléculaires d’hypertrophie
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cardiaque ne sont pas induits et les structures des myofibres et des sarcomères ne sont pas
perturbées. Lemire et al. (30) ont montré que la surexpression du alB-AR mène à une
défaillance cardiaque caractérisée par une dilatation des quatre chambres cardiaques, une
augmentation du ratio poids du coeur/poids du corps, sans changement de l’épaisseur de
la paroi postérieure ni du septum, une torsion ventriculaire et un désalignement des
myofibres. Ils ont aussi montré qu’il y a une dilatation progressive et une perte de
fonction systolique du ventricule gauche. Finalement, deux marqueurs classiques
d’hypertrophie et de défaillance cardiaques sont augmentés chez ces transgéniques
l’expression de l’ANF augmente, de façon dépendante de l’âge, et l’expression de la f3-
MHC augmente chez les Tg avec défaillance cardiaque. Ceci suggère que le changement
d’isoforme, de la a-MHC pour la f3-MHC, soit en corrélation avec le développement de
la défaillance cardiaque. Des changements similaires ont été liés à la défaillance du
myocarde et ils ont été observés dans le coeur humain (34,99). Certaines différences ont
été observées entre les modèles de surexpression du récepteur de type sauvage, sous le
contrôle du promoteur de la a-MHC.
5.3.1 Surexpression du am-AR de type sauvage dans le coeur et voie de ERK
Comme mentionné précédemment, la stimulation des alB-AR entraîne une
activation de la voie de ERK et cette voie est impliquée dans la croissance cellulaire et
l’hypertrophie. De plus, la surexpression du alB-AR actif de façon constitutive mène à
l’hypertrophie et à la défaillance cardiaques. Ainsi, nous avons voulu voir l’effet de la
surexpression cardiaque du alB-AR de type sauvage sur la voie de ERK. Nous avons
vérifié l’activation de la voie de ERK à plusieurs niveaux et ce, pour des souris Tg et nlg
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de 3 et 9 mois. Comme montré dans l’article qui constitue le chapitre 4 de cet ouvrage, la
voie de ERK était activée dans les coeurs 1g de 9 mois comparativement aux nTg de 3
mois, ceci étant démontré par une augmentation de la phosphorylation de MEK, ERK et
90RsK (voir les résultats représentatifs dans l’Annexe 1). Toutefois, il n’y avait aucun
changement significatif de l’expression de ERK ni de MEK. De plus, des essais kinase
ont montré que Raf tendait aussi à être plus activé dans les coeurs Tg de 9 mois, mais
l’augmentation n’était pas significative, peut-être à cause de l’amplification du signal en
aval (résultats non montrés). De plus, ERK et p9O’ étaient activés de façon significative
chez les Tg de 3 mois, comparativement aux nTg de 3 mois. Ainsi, la surexpression du
QIB-AR a entraîné une activation complète de la voie de ERJK mais de façon retardée,
c’est-à-dire lorsque le phénotype de cardiomyopathie dilatée était bien établi, soit à 9
mois (30). Puisque la voie de ERK est impliquée dans l’hypertrophie et qu’une
hypertrophie excentrique tardive est observée chez ces souris, cette même voie pourrait
être impliquée dans le développement de la cardiomyopathie.
Un point intéressant à noter est que la surexpression du alB-AR actif de façon
constitutive entraîne une hypertrophie cardiaque, tout comme un haut niveau
d’expression de Ras ou de Gq (96,97). Cependant, les voies activées en aval du récepteur
actif et du récepteur de type sauvage ne sont peut-être pas les mêmes à cause d’un
changement de conformation possible qui serait causé par la (les) mutation(s)
activatrice(s). Ceci pourrait entraîner une différence d’affinité entre les 2 types de
récepteurs et les protéines en aval, affectant ainsi la signalisation. Certaines voies
pourraient aussi être inhibées suite à la surexpression du récepteur actif De plus, il a été
suggéré que la surexpression du alB-AR favoriserait sa liaison aux protéines Gi, ce qui
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expliquerait peut-être que le modèle de surexpression de Gq n’entraîne pas l’activation de
la voie de ERK, i.e. il y aurait peut-être des effets indépendants de Gq et dépendants de
Gi. Des expériences futures pourraient aider à déterminer si Gi a des effets sur le
développement de la cardiomyopathie observé chez ce modèle de souris.
5.3.2 Surexpression du aIB-AR de type sauvage dans le coeur et p38 MAPK
Nous avons ensuite voulu voir l’effet de la surexpression du ŒIB-AR sur la p38
MAPK. Comme mentionné dans une section précédente, la stimulation des a1-AR dans
les ARVM n’active pas la voie de p38 MAPK. Nous avons voulu voir si le même effet
pouvait être observé in vivo, dans le modèle de surexpression du aIB-AR de type sauvage
dans le coeur. Comme montré à la figure 5A, l’activation de p38 MAPK tendait à être
augmentée avec l’âge, autant chez les Tg que les nTg, mais la différence n’était pas
significative (voir les résultats représentatifs dans l’Annexe 1). Toutefois, dans chaque
catégorie de souris, un ou deux animaux montraient une activité de p38 MAPK environ
10 fois supérieure à celle observée chez la majorité des souris, expliquant ainsi les
grandes barres d’erreurs. Ces animaux ont peut-être vécu un stress élevé lors du
prélèvement du coeur. En ne tenant pas compte de ces valeurs extrêmes, l’activité de p38
MAPK semblait être inférieure chez les souris transgéniques par rapport aux non
transgéniques, à 9 mois (Fig. 5B). Ainsi, la régulation de l’activité de p38 MAPK
semblerait être bimodale, i.e. elle semblerait être affectée par l’âge et par le transgène. Un
nombre plus élevé de souris permettrait de suggérer un rôle de cette MAPK dans le
développement du phénotype observé. Nous ne pouvons que suggérer que p38 MAPK ne
semblait pas impliquée dans la progression du phénotype. Afin de remédier à ce
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problème, il faudrait augmenter le nombre d’animaux. Comme mentionné
précédemment, l’équilibre entre l’activation de la voie de ERK, JNK et p38 MAPK est
important pour déterminer le destin de la cellule. Il a aussi été suggéré que l’apoptose
soit impliquée dans la dilatation cardiaque. Étant donné que les coeurs transgéniques
surexprimant le aIB-AR deviennent dilatés avec le temps, il serait intéressant de vérifier
si le niveau d’apoptose est augmenté dans les coeurs transgéniques de 9 mois
comparativement aux coeurs normaux.
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Annexe 1: Résultats représentatifs des immunobuvardages de type western, pour la
protéine totale (A, C, E et G) et phosphorylée (B, D, f et H). Dans l’ordre, les protéines
étudiées sont MEK, ERK, p9RSK et p38 MAPK.
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Figure 5 : Dans le coeur de souris, la phosphorylation de p38 MAPK est altérée par la
surexpression du a18-AR de type sauvage et par l’âge. Les coeurs de souris
transgéniques (Tg) et non-transgéniques (nTg) ont été homogénéizés dans du tampon de
lyse et 75 tg de lysat ont été mis sur gel SDS-PAGE 10%. Suite au transfert
électrophorétique, les échantillons ont été détectés avec un anticorps anti-phospho-p38
MAPK. Les membranes ont ensuite été réutilisées pour la détection de p38 MAPK total.
Les films ont été digitalisés à l’aide d’un scanner et les bandes immunoréactives ont été
quantifiées à l’aide du logiciel Quantity One (Version 4.5 pour Mac OSX, BioRad
Laboratories). Les résultats représentent l’immunoréactivité relative (densité des pixels x
mm2 x 102). Les résultats montrent la moyenne ± écart-type de 6 coeurs transgéniques et
5-6 coeurs non-transgéniques à 3 mois (nTg 3, Tg 3) et 9 mois (nTg 9, Tg 9). Le panneau
A représente les résultats de tous les animaux; pour le panneau B, les valeurs extrêmes
ont été enlevées (voir explications dans le texte, section 5.3.2. * P<0.05 vs nTg 3,
P<0.05 vs nTg 9 (Student’s t test).
*1-
nlg 9
86
5.3.3 Surexpression du a-AR de type sauvage dans le coeur et les pliosphatases
Une augmentation du niveau de phosphorylation donc d’activation de ERK peut
résulter d’une augmentation de l’activité de Raf/MEK ou d’une diminution de l’activité
des phosphatases. Puisque le contrôle du niveau de phosphorylation des MAPK peut
décider du destin d’une cellule et que ce niveau est déterminé par les activités opposées
des kinases et des phosphatases, nous avons voulu voir l’effet de la surexpression du aij.
AR de type sauvage dans le coeur sur l’expression cardiaque de 3 phosphatases de
MAPK: MKP1, MKP2 et MKP3. Comme mentionné dans la section 2.5.3, l’activité des
phosphatases est régulée principalement au niveau de l’expression. Nous avons vérifié
leur niveau d’expression en quantifiant la protéine et l’ARNm. Toutefois, tous les
anticorps utilisés pour les immunobuvardages de type western ont montré un haut niveau
de non-spécificité et les résultats obtenus n’ont pu être utilisés pour quantifier les
protéines. Nous avons donc mesuré la quantité d’ARNm des 3 MKP (voir des résultats
représentatifs dans l’Annexe 2). Elles ont une double-spécificité, c’est-à-dire qu’elles
déphosphorylent les résidus Tyr/Thr. De plus, MKP1 et MKP2 sont nucléaires et
possèdent un site d’ancrage pour ERK. MKP1 et MKP2 peuvent être phosphorylées par
ERK et, lorsque phosphorylées, elles sont moins sensibles à la dégradation (39). MKP3
est cytosolique et sa liaison à ERK augmente grandement son activité phosphatase
(38,39,57,69,78-80). De plus, ERK peut induire sa synthèse créant ainsi une boucle de
rétro-inhibition (69). Ces caractéristiques rendent les MKP1-3 intéressantes pour l’étude
de la voie de ERK.
Comme mentionné dans l’article qui constitue le chapitre 4 de cet ouvrage, nous
avons observé que l’expression de MKP1 semblait être dépendante de l’âge puisque, à 9
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mois, elle était diminuée et que le transgène n’affectait pas l’expression de façon
significative. Comme MKP1 est plus actif envers p38 MAPK que INK ou ERK,
l’expression de MKP1 et le niveau d’activation de p38 MAPK devraient être inversement
proportionnels. En effet, à 9 mois, le niveau de phosphorylation de p38 MAPK était
augmenté tandis que l’expression de MKP1 était diminuée. Ceci pourrait indiquer que la
diminution de l’expression de MKP1 permettrait une signalisation plus grande via la p38
MAPK.
Pour ce qui est de MKP2, son patron d’expression semblait être affecté par l’âge
et par le transgène. À 9 mois, l’expression de MKP2 était diminuée chez les nTg
comparativement aux nlg de 3 mois. De plus, à 3 mois, le transgêne a entraîné une
diminution de l’expression, comparativement aux nTg. Toutefois, à 9 mois, le transgène
a entraîné une augmentation non significative de l’expression. Comme mentionné
précédemment, MKP2 a une activité phosphatase plus forte pour ERK et JNK,
comparativement à celle pour p38 MAPK. L’expression à 3 mois et non à 9 mois était
inversement proportionnelle à l’activation de ERK. La diminution de l’expression de
MKP2 chez les transgéniques de 3 mois pourrait peut-être expliquer l’augmentation de
l’activité de ERK chez ces souris.
Finalement, l’expression de MKP3 semblait aussi être affectée par l’âge puisque,
à 9 mois, elle diminuait autant chez les Tg que les nTg, et que son expression ne
changeait pas chez les Tg de 3 mois, comparativement aux nTg de 3 mois. MKP3 a une
plus forte activité phosphatase pour ERK comparativement à celle pour JNK et p38
MAPK. Son expression n’était pas inversement proportionnelle à l’activation de ERK,
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sauf chez les Tg de 9 mois. L’expression de MKP3 était diminuée chez les Tg de 9 mois,
suggérant un rôle possible dans l’augmentation de l’activité de ERK.
$9
Annexe 2: Résultats représentatifs des expériences de RT-PCR compétitive. A:
MKP1, B: MKP2, C:MKP3.
A
C
B
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Les MKP1-3 ne sont pas les seules phosphatases à agir sur les MAPK.
Toutefois, nous avons peut-être identifié 2 composantes de la signalisation de ERK
impliquées dans les divers stades du développement de la cardiomyopathie. Ainsi,
la diminution de l’expression de la MKP2 semble permettre une augmentation de
l’activité de ERK chez les Tg de 3 mois tandis que chez les Tg de 9 mois, la
diminution de l’expression de MKP3 semble permettre une augmentation de
l’activité de ERK.
La spécificité des MKP dépendrait de leur présence pendant un événement
cellulaire particulier. Certaines phosphatases à Tyr et/ou à Ser/Thr peuvent affecter
le niveau de phosphorylation des MAPK et d’autres protéines, régulant ainsi la
signalisation cellulaire à d’autres niveaux. Toutefois, il est possible que plusieurs
signaux parviennent à la voie de ERK et que ces derniers varient avec l’âge et le
transgène. Il serait intéressant de vérifier si le niveau d’expression des MKP1-3
varie de la même façon dans les coeurs humains défaillants (disponibles dans notre
laboratoire) que chez ce modèle de souris transgénique.
5.3.4 Surexpression du am-AR de type sauvage dans le coeur et MCIP1
Comme mentionné précédemment, la stimulation de certains RCPG active la
PLC, ce qui entraîne une augmentation de la quantité d’1P3 donc de la concentration
de calcium intracellulaire. Ce calcium est essentiel à l’activité de la calcineurine : la
calmoduline lie le calcium et ensuite, le complexe lie et active la calcineurine
(Figure 6). La calcineurine (ou PP2B) est une phosphatase à Ser/Thr impliquée dans
l’hypertrophie cardiaque (20,60,62). Elle peut induire la transcription de certains
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gènes et l’activation de protéines kinases. Comme mentionné précédemment,
l’activation de la calcineurine est associée à l’activation de plusieurs kinases dont
ERK. À forte concentration, MCIP 1 inhibe la calcineurine en se liant à la sous-unité
catalytique de la phosphatase (64,65). Il a été montré que le niveau d’expression de
MCIP1 donne une indication de l’état d’activation de la calcineurine.
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Figure 6: Signalisation menant à l’hypertrophie cardiaque. (Figure tirée de
Michelotti et al. (9))
Puisque la surexpression du aIB-AR actif de façon constitutive mène à
l’hypertrophie, que la calcineurine est liée à l’hypertrophie, que Gq induit la
calcineurine et que alB-AR est couplé de façon prédominante à Gq, nous avons
voulu vérifier l’effet de la surexpression du alB-AR sur la calcineurine. Nous avons
mesuré l’activité de la calcineurine via l’expression de MCIP1. La quantité de
MCIP1 était augmentée chez les transgéniques. Ainsi, nous pouvons supposer que
la calcineurine était fortement activée chez les Tg.
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CHAPITRE 6. CONCLUSION
6 Conclusion
La surexpression du UIB-AR actif de façon constitutive ou des composantes
en aval du récepteur, comme Gq ou Ras, mène à une réponse hypertrophique et à
une défaillance cardiaque. Les raisons de l’établissement tardif du phénotype de
défaillance cardiaque chez les souris surexprimant le a13-AR ne sont pas claires. Le
vieillissement normal causerait peut-être suffisamment de stress pour entraîner la
décompensation. En effet, le coeur vieillissant subit des changements fonctionnels et
moléculaires similaires quoique moins sévères à ceux retrouvés dans le coeur
défaillant. Dans la présente étude, plusieurs changements dépendants de l’âge ont
été observés (Tableau 2): augmentation de la phosphorylation de ERK chez les 1g,
de p9O’ chez les Tg et nTg, de p38 MAPK chez les nTg, de l’expression de MCIP1
chez les 1g et une diminution de MKP1-3 chez les nlg et de MKP1 chez les Tg. La
surexpression du a15-AR a mené à une augmentation de l’activité de la voie de ERX
à âge avancé, soit 9 mois. Aucune hypertrophie n’a été observée aux âges étudiés,
malgré l’augmentation de l’expression de l’ANF et de la f3-MHC, et l’augmentation
de l’activité de la calcineurine. Les voies de signalisation impliquées dans ce
modèle étaient peut-être différentes de celles impliquées dans le modèle de
surexpression du récepteur activé ou de Ras ou de la protéine Gq. Comme
mentionné précédemment, le récepteur de type sauvage pourrait se coupler
d’avantage â la protéine Gi, ce qui inhiberait l’AC donc entraînerait une diminution
de l’activité de la PKA. De plus, une expression seuil est nécessaire pour le
développement de l’hypertrophie suivie de la défaillance cardiaque, comme observé
par l’expression du récepteur alB-AR actif de façon constitutive ou de la protéine
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Gq. Un mécanisme compensatoire est peut-ftre nécessaire lors du développement
afin d’empêcher la cardiomyopathie. Les coeurs défaillants surexprimant le alB-AR
de type sauvage sont toutefois hypertrophiés : il serait intéressant de vérifier le
niveau d’activation des voies de MAPK, d’activité de la calcineurine et d’expression
des MKP afin de voir si elles changent après le développement de ce stade tardif de
la défaillance cardiaque.
La régulation de la signalisation directement au niveau de l’activité du
récepteur serait peut-être un point de contrôle de la signalisation en aval donc de
l’établissement tardif de l’hypertrophie excentrique, de la dilatation et de la
défaillance cardiaque. De plus, puisque la surexpression du ŒIB-AR de type sauvage
entraîne une hypertrophie cardiaque tardive, il est possible que des mécanismes
compensatoires soient activés pour prévenir et/ou retarder l’établissement de
l’hypertrophie et, éventuellement, de la défaillance cardiaque. Des expériences dans
lesquelles les souris ont été injectées quotidiennement avec 5mg/kg de prazosin,
pendant une semaine, sont en cours afin de voir si les effets de la surexpression du
cLIB-AR peuvent être renversés. Le prazosin est un antagoniste des a1-AR. De plus,
il serait intéressant de vérifier si les kinases et les phosphatases ont la même activité
dans les coeurs défaillants où une hypertrophie décompensée est observée.
Cette étude a permis de montrer que la voie de ERK pourrait être impliquée
dans le développement de la dilatation observée lors de la surexpression du alB-AR
de type sauvage dans le coeur. De plus, la calcineurine serait activée dans les coeurs
transgéniques et l’augmentation de la quantité de MCIP1 dans le coeur serait peut
être suffisante pour empêcher l’hypertrophie. L’absence d’hypertrophie dans ces
95
coeurs suggère que l’activation de la calcineurine ne soit pas suffisante pour causer
l’hypertrophie et que d’autres mécanismes soient nécessaires. Chez l’Homme, les
inhibiteurs de la calcineurine ont des effets secondaires néfastes sur le rein (100)
donc l’inhibition d’autres protéines impliquées dans l’hypertrophie pourrait être
bénéfique. De plus, l’expression de 1’ANF et de la 13-MHC est augmentée chez les
1g, malgré l’absence d’hypertrophie. Ceci suggère que certaines protéines peuvent
être liées à l’hypertrophie mais que leur expression n’est pas exclusive à cet état.
La forte incidence des pathologies cardiaques et leur étiologie grandement inconnue,
surtout au niveau des mécanismes moléculaires font d’elles des ennemis sans pitié
du 2l siècle. Ces animaux transgéniques surexprimant le a1-AR constituent un
modèle d’étude intéressant pour l’étude de la contribution de ce récepteur dans le
développement de ces pathologies.
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